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  Abreviaturas 

AD adrenalina 
AMPc monofosfato cíclico de adenosina  
AMPT alfa-metil-para-tirosina 
AP-P aminopeptidase P 
ATP adenosina 5'-trifosfato 
BH4 tetrabiopterina 
[Ca2+]i concentração intracelular de cálcio livre 
CaMKII proteína cinase dependente de cálcio e de calmodulina do tipo II 
COMT catecol-O-metiltransferase 
CPE enzima do tipo carboxilase B 
CPON peptídeo que flanqueia o NPY 
CRE elementos de resposta para o AMPc 
CREB proteína com afinidade para o elemento de resposta para o AMPc 
DA dopamina 
DAG diacilglicerol 
DβH β hidroxilase da dopamina 
DHPG ácido -3,4-dihidroxifenilglicol 
DMEM meio de Dulbecco modificado por Eagle 
DNA ácido dexoxirribonucleico 
DOPA 3,4-dihidroxi-fenilalanina 
DPP8 dipeptidil-peptidase 8 
DPP9 dipeptidil peptidase 9 
DPP-IV dipeptidil-peptidase IV 
CE50 concentração que estimula 50 % do efeito maximo 
ECF quimiofluorescência melhorada 
EDTA ácido etilenodiaminotetracético 
ELISA ensaio imunoenzimático em “sandwich” 
eNOS sintase do monóxido de azoto do tipo endotelial 
FCS soro fetal bovino 
FMN flavina adenina mononucleotídica 
GC guanidil ciclase 
GMPc monofosfato cíclico de guanosina  
HEPES ácido N-(2-hidroxietil)peperazina-N'-2-etanossulfónico 
HPLC cromatografia líquida de alta pressão 
CI50 concentração que inibe 50 % do efeito máximo 
IL-1β Interleucina-1β 
IL-1RI receptor da interleucina do tipo I 
IL-1RII receptor da interleucina do tipo II 
IL-1ra antagonista do receptor da IL-1 
IL-1RAcP proteína acessória do receptor da IL-1 
iNOS sintase do monóxido de azoto do tipo indutível 
IP3 1,4,5-trifosfato de inositol 
MAO monoaminoxidase 
MAPK proteína cinase activada por agentes mitogénicos 
MHPG 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol 
MN metanefrina 
MOPEG metoxihidroxifenilglicol 
MOPEGAL 3,4-metoxi-4-hidroxifenilglicoaldeído 
NA noradrenalina 
NET transportador membranar de noradrenalina 
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NGF factor de crescimento neuronal 
NMN normetanefrina 
NO monóxido de azoto 
NOS sintase do monóxido de azoto 
nNOS sintase do monóxido de azoto do tipo neuronal 
NPY neuropeptídeo Y 
PACAP factor activador da adenilciclase pituitária 
PC-12 linha celular derivada de feocromocitoma de rato 
PDE fosfodiesterases dependentes do GMPc 
PKA proteína cinase A 
PKC proteína cinase C 
PKG proteína cinase sensível ao GMPc 
PLA fosfolipase A 
PLC fosfolipase C 
PLD fosfolipase D 
PMSF fluoreto de fenilmetilsulfonilo 
PNMT metiltransferase da feniletanolamina 
PP polipeptídeo pancreático 
PYY peptídeo YY 
p/v peso por volume 
r.p.m rotações por minuto 
RNA ácido ribonucleico 
RNAm ácido ribonucleico mensageiro 
SEM erro padrão da média 
SNAP proteína soluvel de ligação ao NSF 
SNAP-25 proteína sinaptossomal de 25KDa 
SNARE receptor das SNARE 
TBS-T solução de PBS com Tween 20 
TH hidroxilase da tirosina 
VMT transportadores membranares das vesiculas 
v/v volume por volume 
VIP peptídeo intestinal vasoactivo 
VOCC canais de cálcio sensíveis à voltagem 
Tris 2-amino -2 hidroximetil – 1,3 – propanodiol 
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Resumo 

 

A activação do eixo hipotálamo-glândula pituitária-suprarrenal (HPA) pode modular 

o sistema imunitário. As citocinas e o neuropeptídeo Y (NPY) são reguladores do 

eixo HPA e ambos são produzidos pela medula da supra-renal. A interleucina-1β 

(IL-1β) é uma citocina cuja função na libertação de catecolaminas pelas células 

cromafins é ainda controversa. Por outro lado, o NPY é um neuropeptídeo que pode 

ser co-libertado com as catecolaminas e ainda estimular a libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas e de murganho. No entanto os 

mecanismos intracelulares acoplados à activação dos receptores do NPY e à 

estimulação da libertação de catecolaminas ainda é desconhecido.  

 

O primeiro objectivo deste trabalho consistiu em estudar os mecanismos 

intracelulares acoplados à activação do receptor Y1 do NPY que induzem um 

aumento da libertação de catecolaminas (noradrenalina, NA e adrenalina, AD) pelas 

células cromafins de murganho. O antagonista do receptor Y1, BIBP 3226, inibiu o 

efeito estimulador do NPY, comprovando que o receptor Y1 está envolvido no 

processo de libertação de catecolaminas pelas células cromafins de murganho. 

Além disso, verificou-se que libertação de catecolaminas estimulada pela activação 

do receptor Y1 ocorre através de um processo dependente de Ca
2+. Por outro lado, 

o inibidor da sintase do monóxido de azoto (NOS) e o inibidor da guanidil ciclase 

(GC) também diminuíram o efeito estimulador do NPY, sugerindo que o monóxido 

de azoto (NO) e o monofosfato de guanosina cíclica (GMPc) produzidos são 

importantes reguladores da libertação de catecolaminas estimuladas por NPY. A 

função do NO como regulador da libertação de catecolaminas foi, ainda, confirmada 

incubando as células com um dador externo de NO, o NOC-18, que estimulou a 

libertação de catecolaminas de um modo semelhante ao observado com NPY. O 

efeito estimulador do NOC-18 foi também inibido na presença do inibidor da GC, 

ODQ, o que sugere que o NO activa a GC levando a um aumento de produção de 

GMPc.  

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

acopladas à activação do receptor Y1 e à libertação de catecolaminas, as células 
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cromafins de murganho foram incubadas com inibidores das MAPK, PKC e PKA na 

presença de NPY ou NOC-18. Os resultados mostram que o efeito estimulador do 

NPY foi inibido pelos inibidores das MAPK e da PKC; no entanto, o efeito do NOC-

18 foi apenas inibido na presença do inibidor da PKC. Estes resultados sugerem 

que libertação de catecolaminas estimuladas por NPY ocorre através da activação 

de duas vias: a via das MAPK, independente de NO, e a via da PKC, dependente 

de NO.  

Em conclusão, esta parte do trabalho aqui apresentado demonstra que a activação 

do receptor Y1 nas células cromafins de murganho induz um aumento na libertação 

de catecolaminas de uma forma dependente de Ca2+ e ainda através da activação 

das MAPK. A libertação de catecolaminas estimulada pela activação do receptor Y1 

é ainda dependente da produção de NO, que por sua vez activa a GC e 

subsequentemente a PKC. 

Sabendo que a activação do receptor Y1 induz o aumento da libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins de murganho e que a concentração 

intracelular de catecolaminas é resultante de um equilíbrio entre a libertação e a 

síntese de catecolaminas, o segundo objectivo desta tese foi avaliar a existência de 

uma interacção molecular entre a activação do receptor Y1 e o promotor da 

hidroxilase da tirosina (TH). 

Como modelo celular foi utilizado a linha celular SK-N-MC, que possui o receptor Y1 

e que foi transfectada com um plasmídeo contendo o gene da luciferase acoplado a 

um fragmento do promotor da TH humana. Este promotor da TH possui alguns dos 

locais de ligação para factores de transcrição que são importantes para a activação 

do promotor da TH e a consequente indução da expressão da TH. Um exemplo é o 

local de ligação dos elementos de resposta ao AMPc (CRE). Assim, o aumento ou a 

diminuição da actividade da luciferase corresponde a activação ou inibição do 

promotor da TH. A forscolina aumentou a actividade da luciferase e o NPY inibiu 

este efeito estimulador. O antagonista do receptor Y1, BIBP 3226, inibiu o efeito do 

NPY na activação da luciferase pela forscolina. O inibidor da PKA produziu um 

efeito semelhante ao efeito do NPY, enquanto que o inibidor da PKC não modificou 

a actividade da luciferase. Em conclusão, estes resultados sugerem uma relação 

directa entre a activação do receptor Y1 e o promotor da TH através da PKA. 
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Como foi referido anteriormente, é ainda controverso o papel da IL-1β na libertação 

do conteúdo dos grânulos cromafins pelas células cromafins. Assim, nos capítulos 5 

e 6 foi avaliado o efeito da IL-1β na libertação de catecolaminas e de NPY pelas 

células cromafins de murganho e humanas. Os resultados obtidos mostraram que a 

IL-1β aumenta a libertação de catecolaminas e de NPY, sendo este efeito inibido 

pelo antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). O papel do NPY na libertação de 

catecolaminas estimulada pela IL-1β foi avaliado através da imunoneutralização do 

NPY com o anticorpo anti-NPY, verificando-se uma inibição do efeito estimulador da 

IL-1β. Estes resultados sugerem que o efeito estimulador da IL-1β na libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins de murganho e humanas é, em parte, 

mediado pelo NPY. Por outro lado, nas células cromafins humanas a activação das 

MAPK e a produção de NO com a consequente activação da PKC e da GC são as 

principais vias de sinalização intracelular responsáveis pelo efeito estimulador da IL-

β na libertação de catecolaminas nas células cromafins humanas. 

Nas células cromafins humanas foi ainda avaliado o papel da IL-1β na síntese de 

catecolaminas. Para tal, as células foram incubadas com um inibidor da hidroxilase 

da tirosina (TH), o AMPT, que inibiu o efeito estimulador da IL-1β, sugerindo a 

possibilidade de uma relação entre a IL-1β e a TH. Uma vez que a actividade da TH 

é regulada pela fosforilação dos seus resíduos de Ser40, pela técnica de Western 

Blot, verificou-se que uma incubação de 2 minutos com IL-1β aumentou a 

fosforilação do resíduo Ser40 da TH. 

Nas células cromafins humanas foram ainda investigados os mecanismos 

intracelulares acoplados ao receptor Y3 cuja activação estimula a libertação de 

catecolaminas. A inibição do efeito estimulador do NPY ocorreu na presença do 

inibidor da NOS, e ainda pelos inibidores da GC, das MAPK, da PKC e da PKA. Por 

outro lado, a inibição da PKA não alterou o efeito estimulador do NOC-18 na 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas, e o efeito 

estimulador do activador da PKA, a forscolina, foi inibido pelo inibidor da NOS, L-

NAME. Estes resultados sugerem que activação do receptor Y3 das células 

cromafins humanas induz um aumento da libertação de catecolaminas actuando 

pela via das MAPK e pela activação da PKA que por sua vez estimula a produção 

de NO, responsável pela activação da GC e da PKC. 
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Em conclusão estes resultados sugerem que a IL-1β poderá ser um factor 

importante na regulação de catecolaminas pelas células cromafins das glândulas 

supra-renais em situações fisiopatológicas, como em situações de stresse ou 

hipertensão. Por outro lado, sugere-se ainda que o NPY funcione como um 

elemento chave entre o sistema imunitário e a glândula supra-adrenal, contribuindo 

para um aumento adicional de catecolaminas que poderá ser determinante para o 

agravamento de determinadas situações patológicas.  
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Abstract 

 

Activation of hypothalamic-pituitary-adrenal gland (HPA) axis can modulate the 

immune system. Cytokines and neuropeptide Y (NPY) are potent regulators of the 

HPA axis and are both produced by the adrenal medulla. Interleukin-1β (IL-1β) has 

a controversial role in catecholamine release from chromaffin cells. NPY is a 

neuropeptide that can be co-released with catecholamines and can also stimulate 

catecholamine release from mice and human chromaffin cells. However the 

intracellular pathways coupled to NPY receptors activation and catecholamine 

release are not known. 

 

The first aim of our study was to study the intracellular signalling events coupled to 

NPY Y1 receptor activation that lead to an increase of catecholamine release 

(norepinephrine, NE and epinephrine, EP) by mouse chromaffin cells. The 

stimulatory effect of NPY on catecholamine release was inhibited by the NPY Y1 

receptor inhibitor, BIBP 3226. These results confirmed the involvement of the NPY 

Y1 receptor activation in catecholamine release from mouse chromaffin cells. 

Moreover, catecholamine release due to NPY Y1 receptor activation is a Ca
2+-

dependent process. Furthermore, the inhibition of nitric oxide synthase (NOS), and 

guanylyl cyclase (GC) also decreased the stimulatory effect of NPY, suggesting that 

nitric oxide (NO) and GMPc are important modulators of catecholamine release 

stimulated by NPY. The role of NO as a modulator of catecholamine release was 

also confirmed by stimulating mouse chromaffin cells with a NO donor, NOC-18. 

Thus, it was observed that the increase of catecholamine release induced by NOC-

18 was similar to that produced by NPY stimulation. The stimulatory effect of NOC-

18 was also inhibited in the presence of the GC inhibitor, ODQ, which suggests that 

NO activates GC with subsequent increase on GMPc production. 

In order to evaluate other intracellular pathways coupled to NPY Y1 receptor 

activation and catecholamine release, mouse chromaffin cells were incubated with 

MAPK, PKC and PKA inhibitors, in the presence of NPY or NOC-18. It was 

observed that the stimulatory effect of NPY was inhibited by the MAPK and PKC 
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inhibitors, but the stimulatory effect of NOC-18 was only inhibited in the presence of 

the PKC inhibitor. These results suggest that NPY Y1 activation stimulates 

catecholamine release by a MAPK pathway and also by a PKC-NO dependent 

pathway. 

In summary, in mouse chromaffin cells, NPY evokes catecholamine release by the 

activation the NPY Y1 receptor, in a Ca
2+-dependent manner, by activating MAPK 

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

 

The second aim of this thesis was based in two facts: 1) the activation of the NPY Y1 

receptor induces catecolamine release from mice chromaffin cells and 2) the 

balance of the catecholamine intracellular concentration is dependent on exocytosis 

and catecholamine synthesis. So, in the second part of our work we aimed to 

evaluate a possible molecular interaction between the NPY Y1 receptor activation 

and the tyrosine hydroxilase (TH) promoter. 

As an experimental model, an Y1 receptor-expressing SK-N-MC cell was used, 

transfected with a TH promoter sequence coupled to the luciferase gene. This 

promoter has some local sites for the binding of transcription factors important for 

the activation of the TH promoter and transcription of TH. The cAMP response 

element (CRE) is one of those transcription factors with binding sites located on the 

TH promoter. The activation or inhibition of luciferase activity corresponds to 

activation or inhibition of TH promoter. Forskolin increased luciferase activity and 

NPY inhibited the stimulatory effect of forskolin. The NPY Y1 antagonist, BIBP 3226, 

prevented the inhibitory effect of NPY on forskolin-induced TH promoter activation. 

On the other hand, we also observed an impairment of forskolin-induced TH 

promoter activation by the PKA inhibitor, suggesting a role of PKA-mediated cAMP-

dependent signaling in this process. In conclusion, these results suggest a 

molecular interaction between NPY Y1 receptor activation and the TH promoter by a 

PKA-dependent pathway. 

As mentioned above, IL-1β has a controversial role on the release of the content of 

chromaffin granules by chromaffin cells. Thus, in chapter 5 and 6 of this thesis, the 

role of IL-1β on catecholamine and NPY release from mouse and human chromaffin 

cells was evaluated. It was observed that IL-1β increased NPY and catecholamine 
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release and that the IL-1β stimulatory effect was blocked by the IL-1β antagonist (IL-

1ra). The immunoneutralization of NPY also inhibited the stimulatory effect of IL-1β 

on catecholamine release from these cells. These results suggest that the 

stimulatory effect of IL-1β on catecholamine release was, at least partially, mediated 

by NPY.  

Moreover, in human chromaffin cells, the main intracellular mechanisms responsible 

for catecholamine release stimulated by IL-1β are the MAPK pathway and the NO 

pathway, which is an upstream activator of PKC and GC. In human chromaffin cells 

the effect of IL-1β on catecholamine synthesis was also studied. For this purpose, 

we used an inhibitor of TH activity that decreased the stimulatory effect of IL-1β on 

catecholamine release. On the other hand, by an immunobloting assay we also 

observed that an incubation of IL-1β during 2 minutes increased the Ser40 

phosphorylation of TH. Furthermore, it was also studied the intracellular signalling 

pathways coupled to NPY Y3 activation and catecholamine release. The stimulatory 

effect of NPY was inhibited by the presence of NOS, GC, MAPK, PKC and PKA 

inhibitors. However, the stimulatory effect of NOC-18 was not inhibited in the 

presence of the PKA inhibitor, although the stimulatory effect of forskolin (a PKA 

activator) was inhibited in the presence of the NOS inhibitor, L-NAME. These results 

suggest that NPY Y3 activation stimulates catecholamine release by a MAPK-

dependent pathway and also by stimulating PKA that in turn stimulates NO 

production with the consequent activation of PKC and GC.  

 

In conclusion, IL-1β might be an important regulator of catecholamine release from 

adrenal chromaffin cells in some pathophysiological conditions in which plasma 

levels of IL-1β increase, as stress or hypertension. On the other hand, our work 

suggests that NPY is a key element involved in the regulatory loop between the 

immune and the adrenal system contributing to an additional catecholamine release 

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

1.1.1. As glândulas supra-renais 

As glândulas supra-renais localizam-se no pólo superior de cada rim e são 

envolvidas em tecido adiposo. No homem, as glândulas pesam cada uma entre 6 e 

10 g, são achatadas e medem aproximadamente 5 por 3 cm. A glândula supra-renal 

direita tem uma forma piramidal e, a esquerda, a forma oval[280]. 

As glândulas supra-renais são órgãos encapsulados compostos por duas partes 

funcionais completamente distintas, a medula e o córtex. As glândulas dos 

mamíferos têm a medula numa posição central rodeada pelo córtex, podendo existir 

células corticais entre as células medulares, e o inverso, com a presença de feixes 

de células da medula ou apenas algumas células isoladas, entre as células do 

córtex[48]. Na glândula humana, a proporção de medula pode variar entre 10 a        

30 %[48]. 

O córtex da glândula supra-renal, de origem mesodérmica, responsável pela 

segregação de mineralocorticóides e glicocorticóides, subdivide-se em três zonas 

concêntricas conforme a disposição e aspecto das células: glomerulosa, fasciculada 

e reticulada. 

A zona glomerulosa, localizada imediatamente abaixo da cápsula, é uma camada 

estreita que representa 10-15 % do córtex; as suas células são pouco pigmentadas, 

associam-se em aglomerados e são responsáveis pela produção de 

mineralocorticóides (aldosterona). A zona fasciculada, que representa cerca de 75 

% da área do córtex, é constituída por células poligonais que produzem 

glucocorticóides (no homem, o principal glucocorticóide é o cortisol; no rato, a 

corticoesterona). A zona reticulada constitui a zona mais interna do córtex, está 

adjacente à medula, e é constituída por células pequenas e pigmentadas que 

produzem glucocorticóides e hormonas sexuais[51, 280]. 

A medula tem origem na crista neural sendo composta por células neuroendócrinas 

especializadas na produção de catecolaminas - em especial a adrenalina (AD) e a 

noradrenalina (NA) - designadas por células cromafins.  

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

aglomerados de células corticais, células de Schwann e fibroblastos[28, 193, 445]. Na 
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medula supra-renal, a percentagem de NA é menor que a de AD havendo, no 

entanto, grande variabilidade entre as espécies Relativamente ao total de 

catecolaminas, a percentagem de NA é de 40% na glândula supra-renal do gato, 

30% no boi, 10-30% no homem, 10% no rato, 3% no cobaio[449]. A principal fonte de 

AD na corrente sanguínea provém das células cromafins, exercendo a medula da 

glândula supra-renal importantes funções nas diferentes situações de agressão ou 

stresse.  

A glândula supra-renal é irrigada por um ramo da aorta e pelas artérias frénica 

inferior e renal. Uma vez na glândula estes ramos arteriais formam um plexo 

debaixo da cápsula, irrigam o córtex e chegam à medula. O sangue, de todos os 

vasos na glândula supra-renal, reúne-se numa única veia central, a veia supra-

renal[280]. A direcção do fluxo sanguíneo na supra-renal é no sentido centrípeto, 

deste modo, os produtos do córtex afectam directamente as células cromafins da 

medula. No entanto, os produtos derivados das células medulares não conseguem 

alcançar as células corticais através da perfusão vascular. Assim, as comunicações 

parácrinas entre as células ganglionares da medula e as células corticais, ou as 

intercomunicações entre as células cromafins e as células corticais mais internas, 

permitem que as substâncias libertadas pelas células cromafins actuem nas células 

corticais[47, 211, 420]. Quanto à inervação da glândula supra-renal, há um feixe de fibras 

proveniente do nervo esplâncnico que, após atravessar a cápsula da glândula, 

forma uma extensa rede neuronal subcapsular que se entende até ao córtex e, 

finalmente, à medula[367]. 

 

1.1.2 As células cromafins 

As células cromafins são o principal tipo celular da medula da supra-renal e 

dispõem-se em cordões em redor dos capilares sanguíneos[445]. O nome “cromafim” 

tem como base a cor amarelo-acastanhado que estas células adquirem quando 

sujeitas a fixação com agentes que contêm ácido crómico. As catecolaminas nos 

grânulos cromafins oxidam, resultando uma cor amarela acastanhada; a esta 

reacção dá-se o nome de “reacção cromafim”. Nas células cromafins, as 

catecolaminas são sintetizadas e armazenadas em vesículas secretoras 
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(designadas por grânulos cromafins) e libertadas directamente para a corrente 

sanguínea.  

As células cromafins são inervadas por fibras pré-ganglionares do sistema nervoso 

simpático, que estimulam estas células neuroendócrinas a libertar as catecolaminas 

para a corrente sanguínea, as quais irão actuar nos receptores adrenérgicos das 

células alvo (Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

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

Um estímulo, com origem na medula espinal, é transmitido às células cromafins através de neurónios 
simpáticos. Estes neurónios apresentam um longo axónio que viaja pelo nervo esplâncnico e liberta 
acetilcolina que se liga ao receptor nicotínico da célula cromafim. Como consequência, as células 
cromafins libertam adrenalina (AD) e noradrenalina (bem como outras substâncias) para a corrente 
sanguínea. As catecolaminas na corrente sanguínea actuam nos diversos órgãos que possuem os 
receptores adrenérgicos. 

 

 

Existem quatro tipos de fenótipos distintos de células cromafins: i) as que produzem 

e libertam AD (células adrenérgicas), com um conteúdo pouco electro-denso; ii) as 

que produzem e libertam NA (células noradrenérgicas), com um conteúdo bastante 

electro-denso; iii) o grupo mais pequeno de células com grânulos secretores de 

pequenas dimensões com fluorescência intensa e fenótipo intermédio entre as 

células adrenérgicas e noradrenérgicas (células cromafins de pequenos grânulos); 

iv) um quarto tipo de células, constituídas por neurónios ganglionares que podem 

apresentar características noradrenérgicas ou colinérgicas[28]. 
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Os grânulos cromafins além de NA e AD contêm muitas outras substâncias (Tabela 

1.1) que, após estimulação, são libertados para o espaço extracelular juntamente 

com as catecolaminas. 

 

    Tabela 1.1 Composição dos grânulos cromafins das células cromafins 

Moléculas presentes nos grânulos cromafins Referências bibliográficas 

Neuropeptídeo Y (NPY) [51, 260, 288, 407] 

Leu-encefalinas e Met-encefalina [238, 439] 

Substância P (SP) [259] 

Peptídeo intestinal vasoactivo (VIP) [464] 

Somatostatina [484] 

Neurotensina [459] 

Peptídeo relacionado com o gene da calcitonina [261] 

Serotonina [56, 150] 

Histamina [194, 364] 

Cerebelina [406] 

Vasopressina [242, 243] 

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

Cromogranina A, B, C e EM66 [19, 20, 27, 241, 305, 346, 442, 492] 

Factor de crescimento tumoral (TGFβ) [252] 

Factor de necrose tumoral α (TNFα) [171] 

Interleucina-1β [411, 412] 

Interleucina-6 [160] 

 

 

1.1.2.1 Regulação da síntese de catecolaminas 

 
Na regulação da síntese de catecolaminas é da maior importância o papel de 

alguns aminoácidos, em especial a tirosina. A tirosina presente na circulação 

sanguínea ou no líquido extracelular, entra na célula cromafim e no citosol é 

transformada em 3,4-dihidroxi-fenilalanina (DOPA) pela enzima hidroxilase da 

tirosina (TH). Em seguida a DOPA é descarboxilada pela enzima descarboxilase da 

dopa em dopamina (DA). Esta entra para os grânulos cromafins, onde se encontra 

a β-hidroxilase da dopamina (DβH) que converte a DA em NA. Nas células 

adrenérgicas, a NA formada no grânulo pode ser transportada para o citoplasma 
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para ser convertida em AD pela enzima metiltransferase da feniletanolamina 

(PNMT). A adrenalina é, então, transportada para o interior do grânulo e aí é 

armezenada até ser segregada. Para a produção de AD, no citoplasma destas 

células, existe a enzima PNMT, que converte a NA em AD, mas que está ausente 

nas células noradrenérgicas[26]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

 

1.1.2.2. A hidroxilase da tirosina 

 
Como já foi referido, a hidroxilase da tirosina (TH) (EC 1.14.16.2) é a enzima que 

cataliza a conversão da L-tirosina em L-DOPA. A TH é a enzima do passo limitante 

da síntese de catecolaminas porque, apesar de existir em maior quantidade do que 

qualquer uma das outras enzimas que estão envolvidas na síntese de 

catecolaminas, a sua actividade é na ordem de nmol/g tecido/hora, o que 
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representa uma actividade 1000 vezes inferior à actividade das restantes 

enzimas[204, 272, 332]. 

A TH, juntamente com a hidroxilase da fenilalanina e a hidroxilase do triptofano, 

pertence a uma família de enzimas que são dependentes de biopterina. Estas 

enzimas necessitam de tetrahidrobiopterina (BH4) e de oxigénio (O2) para hidroxilar 

os respectivos substratos que são os aminoácidos aromáticos[152]. Assim, a hidrólise 

de L-tirosina em DOPA é catalizada pela TH em combinação com BH4, O2, e Fe
2+, 

No terminal carboxílico da TH encontra-se o domínio de ligação dos substratos 

(domínio catalítico) e, no terminal amína, encontra-se o domínio regulador[258]. O 

domínio regulador tem quatro locais de fosforilação: a Ser8, Ser19, Ser31 e Ser40 mas 

na TH humana existe, ainda, uma treonina na posição 8[180, 197] (Figura 1.3). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 1.3 - Representação esquemática da hidroxilase da tirosina (TH).  
 

A TH no domínio regulador possui 4 locais de fosforilação responsáveis pela regulação da sua 
actividade. O domínio catalítico localiza-se na parte carboxílica da enzima onde ocorre a hidroxilação da 
tirosina, usando como co-factor a tetrahidropterina. 

 

 

A TH humana tem quatro isoformas, enquanto que a TH de outras espécies de 

mamíferos têm apenas uma, sendo a variante TH1 (hTH1) comum a todas as 

espécies[333]. A TH é codificada por apenas um gene e as múltiplas isoformas são 

resultantes “splicing” alternativo[180, 232, 349]. 

Além da sua localização no cérebro[254, 284], estômago[29], retina[123, 187, 503] e sistema 

nervoso simpático[494, 505] a TH está presente em grandes quantidades nas células 

cromafins, principalmente na sua forma citosólica[190], podendo no entanto, também 

existir na sua forma membranar localizada nos grânulos cromafins[255, 327, 468]. A forma 

membranar associada aos grânulos cromafins é menos activa do que a sua forma 

solúvel[327] e, portanto, pensa-se que a alteração da forma membranar para uma 
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forma citoplasmática leva a um aumento de enzima activa disponível, contribuindo 

para um aumento da sua actividade enzimática[327]. 

A regulação da expressão da TH pode ser feita através de um processo de longa 

duração, que ocorre a níveis pós-translacionais, ou a sua actividade pode ser 

regulada num processo de curta duração.  

 

1.1.2.2.1 Factores de regulação da transcrição da TH 

 
Vários estudos demonstraram que o monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) e os 

glucocórticoides regulam os níveis de RNAm da TH através da estimulação da 

transcrição do seu gene e, por consequência, aumentam a expressão da proteína 

TH[93, 191, 277]. O aumento da transcrição do gene da TH está associado à activação 

dos locais de reconhecimento dos factores de transcrição que existem no promotor 

da TH. Entre estes elementos, encontram-se os elementos de resposta aos 

glucocorticóides (GRE) bem como os elementos de resposta ao AMPc (CRE) e 

portanto, a PKA é uma das principais enzimas envolvidas na transcrição genética 

da TH[73, 274, 336]. Por outro lado, a existência de outros locais de ligação dos factores 

de transcrição, como o AP1, permite que outras cinases regulem a trancrição do 

gene da TH[215, 374, 486]. Existem outros factores reguladores da transcrição da TH, 

como é o caso do monóxido de azoto (NO), através da activação do c-fos de um 

modo dependende ou não do monofosfato cíclico de guanosina (GMPc)[216, 334, 486]. A 

via de transdução de sinal iniciada pela cinase ras que activa a cinase MEK (cinase 

que activa as cinases activadas por factores mitogénicos, MAPK), é activada quer 

pelo factor de crescimento neuronal (NGF) quer pelo butirato, e pode actuar ao 

nível dos locais AP1 e CRE induzindo a transcrição do gene da TH[418, 444]. 

 

1.1.2.2.2 A regulação da actividade da TH  

 
Quando os níveis intracelulares de catecolaminas aumentam há uma inibição da 

TH. Como já foi referido, a hidroxilação da L-tirosina é catalizada pela TH que 

juntamente com a BH4, O2 e Fe
2+, levam à formação de DOPA, dihidropterina (BH2) 
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e água (H2O). Para ocorrer a inibição da TH, o Fe
2+ liga-se à TH e, quando é 

oxidado a Fe3+ pelo O2, os grupos catecol das catecolaminas ligam-se à TH que fica 

deste modo inactiva. A TH está sujeita a dois tipos de inibição pelas catecolaminas. 

No tipo de inibição reversível, a actividade de TH é inibida pelas catecolaminas que 

competem com BH4 pela ligação dos iões férricos (Fe
3+) no local catalítico da 

enzima inibindo, assim, a interacção com o cofactor e actuando como um sensor da 

concentração local de catecolaminas[385]. O segunto tipo de inibição é praticamente 

irreversível, e as catecolaminas ligam-se a Fe3+ no local catalítico da TH, 

diminuindo a actividade enzimática[258] (Figura 1.4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 - Inibição da hidroxilase da tirosina (TH).  
 

a) Na sua forma activa, a TH está ligada ao Fe2+, sendo capaz de converter a L-tirosina em DOPA, 
usando o co-factor tetrahidrobiopterina (BH4) e O2. No final forma-se além da DOPA, H2O e a 
dihidrobiopterina (BH2); b) a TH associada a Fe

2+ pode ser oxidada a Fe3+ pelo O2 e, nesta forma, é 
capaz de se ligar às catecolaminas tornando-se, desta maneira, numa enzima inactiva; c) quando a TH é 
fosforilada, ocorre uma mudança estrutural com a consequente dissociação das catecolaminas da TH. 
Quando as catecolaminas deixam de estar ligadas à TH, o Fe3+ pode ser reduzido pelo BH4, e assim a 
enzima volta ao seu estado activo (adaptado de Dunkley et al., 2004)[124]. 

 

 

A activação da TH ocorre através de um processo designado por activação de 

curta-duração, que envolve a fosforilação de vários resíduos de serina no domínio 

regulador da TH. A PKA fosforila a TH no resíduo Ser40 [42, 495] e o aumento de AMPc 

induz um aumento da fosforilação da TH nas células cromafins de bovino[169]. Os 

ésteres de forbol (activadores das PKC) induzem a fosforilação dos resíduos de 

Ser31 da TH sugerindo que a PKC também poderá estar envolvida na fosforilação 

do resíduo Ser31 [42, 197, 198] (Figura 1.5). As propriedades cinéticas da TH fosforilada 

pela PKC são semelhantes às fosforiladas pela PKA[9]. O nitroprussido de sódio e o 

peptídeo natriurético do tipo C (dadores externos de NO) aumentam a fosforilação 

da Ser40 da TH, bem como os níveis de GMPc e a actividade de PKG nas células 

cromafins bovinas[394]. A proteína cinase II dependente de Ca2+/Calmodulina 

TH (Fe3+ ) TH (Fe2+)

O2catecolaminas

BH4fosforilação

BH4; O2 ; L-tirosina

BH2; H2O; L-DOPA

TH (Fe3+) 
catecolaminas

TH inactiva
TH Inactiva TH Activa

ab

c

TH (Fe3+ ) TH (Fe2+)

O2catecolaminas

BH4fosforilação

BH4; O2 ; L-tirosina

BH2; H2O; L-DOPA

TH (Fe3+) 
catecolaminas

TH inactiva
TH Inactiva TH Activa

ab

c



___Introdução geral 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

21 

(CaMKII) é uma enzima que induz a fosforilação da TH no resíduo Ser19,  mas esta 

fosforilação não está associada a um aumento da actividade enzimática[220, 467]. 

Outros estudos demonstraram que o aumento da fosforilação da TH, por arsenite e 

por anisomicina[43, 462], foi bloqueado por um inibidor das MAPK[199, 467] o que sugere 

que as estas cinases responsáveis pela fosforilação da TH no resíduo de Ser31 [44, 64, 

199, 405] (Figura 1.5).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5 – Fosforilação dos resíduos de Ser da hidroxilase da tirosina por várias 
cinases. 
 

A hidroxilase da tirosina é fosforilada por várias cinases em diferentes serinas que se encontram no 
domínio regulador da enzima localizadas no seu terminal amína. A fosforilação das várias cinases ocorre 
de uma forma hierárquica conduzindo à activação da TH. 

 

 

A fosforilação dos residuos Ser19 e Ser31 altera o estado de fosforilação do resíduo 

Ser40 e consequentemente a activação da TH. Quando o resíduo de Ser19 está 

fosforilado ocorre um aumento de 3 vezes na velocidade de fosforilação do resíduo 

Ser40, enquanto que o inverso não ocorre, ou seja o resíduo Ser40 não pode 

fosforilar o resíduo Ser19 [38, 43]. A fosforilação do resíduo Ser31 também aumenta a 

fosforilação de Ser40 e, consequentemente, a activação da TH, enquanto que a 

fosforilação do resíduo Ser40 não induz qualquer alteração na fosforilação do 

resíduo Ser31 [270]. Deste modo, conclui-se que existe uma fosforilação hierárquica, 

onde a fosforilação dos resíduos de Ser19 e Ser31 permite que a TH se mantenha 

activa durante um período mais longo, através da manutenção da fosforilação da 

Ser40. Ou seja, a fosforilação nos primeiros 2-3 minutos ocorre apenas na Ser40, no 

entanto devido à acção das fosfatases, a TH entra num estado inactivo. Deste 

modo, para tempos de activação mais prolongados da TH é necessário um maior 

número de fosforilações que ocorrem devido à acção da fosforilação de Ser31 e 

Ser19 [270].  
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1.1.2.3 Metabolização das catecolaminas 

 
O primeiro passo na metabolização das catecolaminas envolve uma de duas 

enzimas: a monoamina-oxidase (MAO), que remove a parte amina das 

catecolaminas e a catecol–O-metiltransferase (COMT) que adiciona um grupo metil, 

formando a normetanefrina (NMN) a partir da NA e a metanefrina (MN) a partir da 

AD[133]. Existem dois tipos de MAO, a MAO-A e a MAO-B[227], que têm actividades 

enzimáticas diferentes e localizações diferentes[384, 397, 398, 432]. A nível da medula da 

glândula da supra-renal, a MAO-A tem uma actividade enzimática maior 

comparativamente à MAO-B e, além disso, a sua localização difere: enquanto que a 

MAO-B se encontra nas células cromafins da camada mais inferior da medula, a 

MAO-A localiza-se nas células cromafins que estão na camada mais exterior, em 

contacto com as células corticais[239, 399]. A acção da MAO na NA e na AD resulta na 

formação de um metabolito designado por ácido 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG), que 

pode ser metabolizado pela COMT formando o 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) 

(Figura 1.6). No Homem, cerca de 90 % da MN, e mais de 40 % da NMN resulta do 

metabolismo de AD e NA das células cromafins (Figura 1.6), antes das 

catecolaminas terem sido lançadas para a corrente sanguínea, ou seja a 

metabolização ocorre intracelularmente[132]. Assim a medula adrenal da glândula 

supra-renal é a principal fonte de NMN e MN no organismo, excedendo mesmo a 

contribuição do fígado[129, 133]. Na célula cromafim a COMT existe principalmente na 

sua forma membranar[139], e esta forma da enzima tem uma maior afinidade para as 

catecolaminas do que a forma solúvel que se encontra nos outros tecidos, como é 

no caso do fígado e rins[400]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



___Introdução geral 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 - Vias de metabolização de noradrenalina (NA) e de adrenalina (AD).  
 

A NA e a AD pela acção da MAO são desaminadas a 3,4-hidroxifenilglicolaldeído (DOPGAL), que é um 
aldeído intermediário de curta semi-vida, e é reduzido por uma aldeído redutase (AR) a 
dihidroxifenilglicol (DOPEG). Por outro lado, a COMT converte a NA em normetanefrina (NMN), e a 
adrenalina em metanefrina (MN) e o DOPEG em metoxihidroxifenilglicol (MOPEG). Este último, sob 
acção de uma enzima álcool desidrogenase (ADH) e também a NMN e MN sob a acção de MAO são 
convertidas em 3,4-metoxi-4-hidroxifenilglicolaldeído (MOPEGAL). Adaptado de Eisonhofer et al., 
2004[130]. 

 

 

1.1.2.4 Mecanismos de regulação do conteúdo intracelular das catecolaminas 

 
Os mecanismos de recaptação de catecolaminas para dentro das células, bem 

como os mecanismos de sequestro de catecolaminas para dentro dos grânulos 

cromafins, actuam no sentido de permitir a reciclagem de catecolaminas libertadas 

e também de modo a permitir que uma maior quantidade de catecolaminas esteja 

disponível para voltar a ser segregada. Existe outro mecanismo que regula o 

conteúdo intracelular em catecolaminas e que consiste na sua saída passiva dos 

grânulos cromafins para o citoplasma das células cromafins, processo designado 

por leakage (Figura 1.7). Este processo é contrabalançado pela re-entrada de cerca 

de 90 % das catecolaminas para os grânulos cromafins, através de transportadores 

localizados nas membranas dos grânulos cromafins (VMT’s) (Figura 1.7). É de 

referir ainda que, 10% das catecolaminas após saírem dos grânulos cromafins, são 
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sujeitas à acção da COMT citoplasmática (Figura 1.7). Este processo de 

metabolização ocorre antes e de forma independente da exocitose[130, 131]. 

Além de leakage das catecolaminas, cerca de 90% das catecolaminas que saem 

para o meio extracelular, são recaptadas para dentro das células cromafins através 

dos transportadores de NA (NET’s) (Figura 1.7). As restante são libertadas, entram 

na circulação sanguínea e/ou são metabolizadas (Figura 1.7). Apesar da 

designação dos transportadores se referir apenas à NA, os NET’s têm a mesma 

afinidade para NA e para AD[285, 361] e está demonstrado que em células cromafins de 

rato e humanas este transportador só existe nas células adrenérgicas mas é 

responsável pelo transporte para o interior da célula tanto de AD como de NA[91, 235, 

373]. Por outro lado, são os níveis de catecolaminas que influenciam a expressão 

destes transportadores: elevadas concentrações de catecolaminas aumentam a 

densidade de transportador e, quando existe pouca quantidade de catecolaminas, 

observa-se o inverso[497]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.7 - Esquema representativo dos mecanismos de manutenção do conteúdo 
intracelular de catecolaminas constante.  
 

A) libertação de catecolaminas por exocitose; B) saída passiva de catecolaminas para o citoplama 
(“leakage”); C) metabolização; D) recaptação de catecolaminas pelos transportadores de NA (NET); E) 
sequestro de catecolaminas do citoplasma para os grânulos cromafins através dos transportadores 
vesiculares (VMTs). Adaptado de Eisonhefer et al., 2004[130]. 
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1.1.2.5 A síntese de peptídeos nas células cromafins 

 
Como já foi referido, as células cromafins acumulam nos grânulos cromafins 

diversos peptídeos. Os grânulos cromafins formam-se a partir de dilatações do 

complexo de Golgi[158]. O complexo de Golgi apresenta duas zonas distintas, uma 

designada por cis, que é a zona externa com aspecto convexo, e outra por trans, 

que é a zona interna com aspecto côncavo. Os propeptídeos (grandes moléculas 

precursoras dos peptídeos) são sintetizados no retículo endoplasmático rugoso. Os 

propeptídeos são então transportados para a região do complexo de Golgi onde 

entram para as cisternas pela zona cis e deslocam-se na cisterna para a zona trans. 

Em seguida, os propeptídeos ficam incorporados nas vesículas de Golgi que 

resultam do destacamento das partes dilatadas das cisternas. Estas vesículas 

fundem-se com outras, aumentando assim de tamanho, designando-se por 

grânulos secretores imaturos. Os propeptídeos começam a ser processados ou 

clivados pela acção de proteases específicas durante o seu transporte no interior do 

complexo de Golgi e essas modificações enzimáticas continuam dentro dos 

grânulos[441, 445]. 

 

1.1.2.6 Libertação de catecolaminas 

1.1.2.6.1 O processo de libertação de catecolaminas por exocitose 

 
As células cromafins libertam por exocitose o conteúdo dos grânulos cromafins, 

nomeadamente catecolaminas e peptídeos. Diversos estímulos aumentam a 

libertação como a activação do nervo esplâncnico e a libertação de acetilcolina, 

Outros estímulos aumentam a libertação de catecolaminas pelas células cromafins: 

a estimulação das células com agonistas dos receptores nicotínicos, ou 

muscarínicos, bradicinina, angiotensina II, histamina, VIP ou ATP, e a 

despolarização com o KCl[25, 127, 283]. Foi calculado que quando existe uma estimulação 

muito intensa ocorre a libertação de 10 000 grânulos cromafins, mas 10 000 

grânulos foi o número médio calculado que existe em cada célula cromafim[102]. A 

exocitose de catecolaminas pelas células cromafins é um processo extremamente 

regulado, de modo a que não ocorra uma libertação excessiva de catecolaminas[28]. 



Capítulo 1___ 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

26 

A exocitose pode ser de dois tipos: constitutiva ou regulada. A exocitose constitutiva 

é um processo contínuo que ocorre sem qualquer estímulo. A exocitose regulada 

ocorre após determinado estímulo externo, que leva a um aumento de [Ca2+]i
[441]. 

Actualmente, considera-se que o processo de libertação de catecolaminas pelas 

células cromafins pode ocorrer por outros processos distintos da exocitose. O 

processo de exocitose consiste na fusão da membrana do grânulo cromafim com a 

membrana plasmática e ocorre a libertação do conteúdo do grânulo cromafim para 

o exterior da célula, este processo também é designado por exocitose de fusão 

total. Para a formação de novos grânulos cromafins aptos para o armazenamento 

de catecolaminas e outros peptídeos ocorre um processo de endocitose a partir da 

membrana plasmática (Figura 1.8). Um outro processo alternativo ou complementar 

de libertação de catecolaminas é designado por “kiss and run”[363]. Este processo 

difere da exocitose de fusão total, uma vez que a membrana dos grânulos 

cromafins não se funde completamente com a membrana plasmática, mas forma 

um poro plasmático transitório que rapidamente se fecha, sem alterar a integridade 

da membrana do grânulo cromafim (Figura 1.8). Ao contrário da exocitose de fusão 

total, que é um processo de “tudo ou nada”, aqui apenas uma parte do material que 

está armazenado é libertado para o meio extracelular, durante a formação do poro 

transitório, parecendo que há uma libertação selectiva onde as moléculas grandes, 

como as cromagraninas, ficam retidas e pequenas moléculas, como as 

catecolaminas são libertadas[14]. Alguns autores referem-se ainda a um terceiro tipo 

de libertação, designada por desgranulação em partes “piecemeal degranulation”, 

(que designaremos por PMD). Aqui, os grânulos não se fundem uns com os outros, 

nem com a membrana plasmática, mantendo a sua estrutura inicial com perda total 

ou parcial dos seus constituintes. Além disso, as células que sofrem PMD 

apresentam várias vesículas localizadas quer no citoplasma, quer em contacto com 

a membrana plasmática ou com a membrana do grânulo cromafim. As vesículas 

que contêm o conteúdo dos grânulos cromafins movem-se no citoplasma e fundem-

se com a membrana plasmática. Ao mesmo tempo, ocorre a formação paralela de 

vesículas endocíticas da membrana que depois se fundem com o grânulo cromafim. 

Quando a formação de vesículas secretoras é menor que a formação de vesículas 

endocíticas, aparecem grânulos bastante mais largos, com uma redução do 
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conteúdo granular, encontrando-se na periferia do grânulo (Figura 1.8). O PMD 

permite uma libertação de catecolaminas de longa duração e muito controlada. Este 

processo foi observado em células cromafins de murganho, de rato e humanas[98, 99, 

100, 101]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 1.8 -  Esquema representativo dos diferentes padrões de libertação de catecola- 
minas das células cromafins. 
  
Durante a exocitose de fusão total, os grânulos secretores libertam todo o seu conteúdo vesicular para o 
exterior. Na exocitose selectiva “kiss and run”, grânulos cromafins, quando entram em contacto com a 
membrana plasmática, formam poros transitórios que rapidamente voltam a fechar. Na desgranulação 
por partes (PMD) existem as vesículas citoplasmáticas, que possuem o mesmo conteúdo que o grânulo 
cromafim e circulam no citoplasma entre o grânulo cromafim e a membrana plasmática, com a 
consequente libertação do seu conteúdo para o meio extracelular. Desta maneira formam-se diferentes 
tipos de grânulos cromafins, normalmente dilatados mas com uma redução no conteúdo intracelular. 
Adaptado de Crivellato et al., 2006[102]. 

 

 

Nas células cromafins existe uma rede filamentosa de actina formando um 

citoesqueleto que, no estado de repouso, impede os grânulos cromafins de 

atingirem a membrana plasmática tornando-se assim numa barreira à exocitose. 

Apenas uma pequena percentagem de grânulos cromafins se localiza junto à 

membrana plasmática[83]. Após um estímulo há um aumento do [Ca2+]i intracelular e 

ocorre uma desorganização do citoesqueleto, em especial junto às zonas de 

exocitose, permitindo que os grânulos secretores se movimentem e aproximem da 

membrana plasmática[469]. O grânulo desloca-se para o local de exocitose na 

membrana plasmática: esta etapa designa-se por atracagem ou ancoragem[26]. Para 

este passo, e de modo a a assegurar que os grânulos secretores se vão fundir 

apenas com as membranas alvo, existe um modelo proposto designado pelo 

complexo SNARE[372, 435, 436] (Figura 1.9). Existe uma ATPase, denominada de NSF 
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(“N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein”; proteína de fusão sensível à N-

etilmalamida), e uma segunda proteína que se une à NSF e designada por α-SNAP 

(“solubre NSF-attachment protein; proteína solúvel de ligação a NSF). Este conjunto 

une-se a um receptor específico para as SNAP, designado por SNARE (receptor de 

SNAP). Os SNARE são constituídas por uma proteína que predomina na membrana 

vesicular, v-SNARE ou sinaptobrevina, e duas que existem na membrana 

plasmática (t-SNARE), a sintaxina e a SNAP-25[26, 63, 443]. A sinaptogamina I, uma 

proteína vesicular, é um sensor de Ca2+, importante para o último passo da 

exocitose[149]. Esta bloqueia o terminal carboxílico da SNAP-25 funcionando assim 

como um inibidor da fusão. O aumento de Ca2+ intracelular inibe a ligação, 

favorecendo a fusão[443] e a formação do poro de fusão. A formação do poro inicia-se 

quando NSF é hidrolizada por ATP (Figura 1.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Quando há aumento de [Ca 2+]i nas células e ocorre desorganização do citoesqueleto. Deste modo, o 
grânulo cromafim vai atracar-se à membrana e, em seguida, ocorre a formação do poro de fusão e a 
libertação do conteúdo dos grânulos para o meio extracelular. Para que ocorra a atracagem é necessário 
a formação de um complexo pelas 3 SNAREs (sinaptobrevina, sintaxina e a SNAP-25) juntamente com a 
NSF e a α-SNAP. Adaptado de Burgoyne e Morgan (2003)[59]. 
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1.1.2.6.2 Mecanismos intracelulares associadas à libertação de catecolaminas 

Os níveis intracelulares de catecolaminas mantêm-se constantes pela estreita 

relação entre a libertação e a síntese de catecolaminas[521]. Assim, as vias de 

transdução de sinal associadas a receptores cuja actividade promove a libertação 

de catecolaminas podem igualmente estar envolvidas na regulação da actividade da 

TH.  

Como já foi referido anteriormente, a libertação de catecolaminas está associada a 

um aumento intracelular de Ca2+ que entra pelos canais de Ca2+ sensíveis à 

voltagem (VOCCs) do tipo L, N e P/Q, ou pela mobilização de Ca2+ dos 

reservatórios intracelulares[24, 347] (Figura 1.10). A libertação de catecolaminas 

associada a aumento de [Ca2+]i pelos VOCCs já foi observada em células cromafins 

quando estimuladas por exemplo, com a histamina, a angiotensina II, a leptina, o 

NPY ou o PACAP[76, 89, 104, 371, 448]. O Ca2+ proveniente dos reservatórios intracelulares 

resulta da estimulação das células e da formação de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) 

e da activação da fosfolipase C (PLC)[376] (Figura 1.10).  

O Ca2+ que entra pelos VOCCs também contribui para a activação da TH[347, 348]. 

Alguns estudos mostraram que a fosforilação da TH é mais sensível ao Ca2+ do que 

o próprio processo de exocitose[213, 348, 509]. No entanto, sabe-se que, por exemplo, o 

PACAP estimula a fosforilação da TH mas de uma forma independente de Ca2+ [213, 

301], sugerindo que outros mecanismos intracelulares estão envolvidos na 

fosforilação da TH e, portanto, na libertação de catecolaminas da célula cromafim 

(Figura 1.10). A leptina é outro exemplo em que o aumento da síntese de 

catecolaminas é dependende de Ca2+, e o aumento de [Ca2+]i activa a PLC que 

activa a PKC e, consequentemente, leva à fosforilação da TH[447, 448] (Figura 1.10). A 

PKC activa pode também activar a Raf que é uma cinase associada à activação das 

ERK[447, 448], que fosforilam o resíduo Ser31 da TH[199] (Figura 1.10). O mesmo 

acontece com a histamina, que induz a fosforilação da TH de um modo dependente 

de Ca2+  e da produção de AMPc[303, 347] (Figura 1.10). Por outro lado, tal como foi 

descrito anteriormente para a leptina, a histamina activa a PLC formando-se o IP3 e 

diacilglicerol, DAG, com a consequente activação da PKC (Figura 1.10). Outros 

estudos referem que a activação do receptor da histamina H1 activa a via PLC/PKC 

que actua directamente na PKA[324] (Figura 1.10). O efeito da angiotensina na 
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libertação de catecolaminas está associado ao aumento da libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas[74], mas também associado ao 

aumento da síntese de catecolaminas, através da fosforilação do resíduo Ser19, 

Ser40 e Ser31 de uma forma dependente da PKC e da p38[44]. 

Diversos trabalhos descrevem outros mecanismos de transdução de sinal 

associados à libertação de catecolaminas mas independentes da activação da TH. 

A forscolina ou outros análogos de AMPc, e activadores da adenilciclase, levam a 

um aumento da libertação de catecolaminas (Figura 1.10). No entanto, outros 

estudos demonstraram um efeito inibitório do AMPc na libertação de 

catecolaminas[31, 84]. Estas diferenças dos efeitos da via AMPc/PKA podem ser 

explicados pela diferença de concentrações de forscolina utilizada nos diferentes 

trabalhos experimentais de outros autores[161]. Já foi demonstrado o papel de 

diferentes PKCs na exocitose de catecolaminas, independentemente da sua acção 

na TH[174, 454, 458]. Vários mecanismos explicam o aumento de catecolaminas acoplado 

à activação da PKC, nomeadamente a regulação de entrada de Ca2+ pelos 

VOCCs[491], aumentando a disponibilidade de Ca2+ para o processo da exocitose 

(Figura 1.10).  

Recentemente foi ainda sugerido que o NO, actuando na cascata de sinalização de 

proteínas cinase dependentes de GMPc (PKG), pode levar a alterações no 

processo de exocitose[292]. O NO actua na GC e leva à produção de GMPc, que 

pode alterar a matriz granular e, consequentemente, a afinidade para as 

catecolaminas, bem como contribuir para a formação do poro de fusão[292] (Figura 

1.10). Por outro lado, está também descrito que o NO pode regular a libertação de 

catecolaminas[358, 394]. O efeito de GMPc é bifásico: baixas concentrações levam ao 

aumento da libertação de catecolaminas, enquanto que concentrações muito altas 

induzem a inibição de libertação de catecolaminas[352]. 
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Figura 1.10 - Esquema representativo dos mecanismos intracelulares associados à 
libertação de catecolaminas pelas células cromafins.  

 

Dependendo do tipo de estímulo, os diferentes ligandos ligam-se aos respectivos receptores activando 
várias vias de transdução de sinal associadas à exocitose e/ou à activação da hidroxilase da tirosina 
(TH). A) Vias de sinalização intracelular que regulam a actividade da TH, fosforilando diferentes resíduos 
que se encontram no domínio regulador. O aumento do [Ca2+]i ocorre devido à abertura dos canais de 
Ca2+ (VOCC’s) da membrana plasmática, ou através da mobilização de Ca2+ dos reservatórios 
intracelulares. Este último processo deve-se à acção do PIP3 formado aquando da activação da 
fosfolipase C (PLC). Além de PIP3, forma-se também o diacilglicerol (DAG) que activa a PKC que pode 
fosforilar directamente a TH, ou actuar ao nível da MAPK e induzir também a fosforilação da TH. Por 
outro lado, o AMPc formado pela adenilciclase (AD) activa a PKA que fosforila a TH, aumentando a sua 
actividade. B) Vias de sinalização intracelulares que regulam o processo de exocitose. Para além das 
vias dependentes de Ca2+, existem as via da PKC e da PKA, a produção de monóxido de azoto (NO) 
com a consequente activação da guanidil ciclase (GC) e das cinases dependentes de GMPc (PKG). 
Todas estas vias regulam a libertação de catecolaminas pelas células cromafins. 
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1.2 Neuropeptídeo Y (NPY) 

1.2.1 Estrutura, localização e síntese do NPY 

O neuropeptídeo Y (NPY) é um peptídeo constituído por 36 aminoácidos, e foi 

isolado pela primeira vez do cérebro de porco e sequenciado por Tatemoto et al. 

(1982)[453] (Figura 1.11). 

O NPY pertence a uma família de peptídeos, a família do NPY, que inclui o 

peptídeo YY (PYY) e o polipeptídeo pancreático (PP)[413, 453]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

O NPY é um peptideo com 36 aminoácidos que possui um terminal carboxílico com um resíduo tirosina 
(na posição 36) e outros 4 resíduos na posição 1, 20, 21 e 27. A abreviatura do resíduo de tirosina é a 
letra “Y”, dando o nome ao neuropeptídeo[413]. 
 

 

O NPY é considerado um dos neuropeptídeos mais abundantes nos mamíferos 

estando presente em elevadas concentrações no sistema nervoso central e 

periférico. A Tabela 1.2 mostra a distribuição do NPY no organismo, presente quer 

nos tecidos dos vários órgãos, quer presente nas fibras nervosas que inervam os 

vários órgãos. 
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Tabela 1.2 Distribuição do NPY 

Distribuição Referencias Bibliográfica 

Sistema nervoso central, como por exemplo: hipotálamo, córtex, 
hipocampo, mesencéfalo, metencéfalo, medula espinal  [65, 79, 80] ver revisão [430] 

Hipófise [184, 228] 

Glândulas sebáceas [126, 240] 

Glândulas lacrimais [415] 

Globo ocular: células da retina, córnea, íris, gânglios ciliares [13, 354, 360, 431] 

Mucosa nasal  [244, 514] 

Baço [225] 

Pâncreas [3, 378] 

Coração [4, 356] 

Células endoteliais [221, 222, 429] 

Placenta [119, 173] 

Cólon, neurónios entéricos, esfíncter pilórico [18, 95, 279, 391] 

Fígado [144] 

Sistema reproductor feminino e masculino [229, 230, 455] 

Sistema urinário [381, 511] 

Língua, glândulas salivares e polpa dentária [78, 136, 137, 515] 

Glândula supra-renal [76, 288, 449, 487] 

Células de Langerhans [263] 

Timo [249] 

 

 

Como todos os polipeptídeos e proteínas, o NPY é produzido por clivagem de um 

peptídeo precursor que foi, por sua vez, sintetizado pelos ribossomas e 

transportado para o lúmen do retículo endoplasmático, e deste para o complexo de 
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Golgi. O precursor do NPY é o propeptídeo de 97 aminoácidos designado por pre-

proNPY[320]. Nos grânulos secretores ocorre a clivagem deste precursor (Figura 

1.12). A remoção da sequência de 28 aminoácidos resulta no peptídeo de 69 

aminoácidos designado por pro-NPY. Este consiste no NPY1-39 em que o grupo 

carboxílico terminal, Gly37–Lys-Arg39, está flanqueado por um grupo de 33 

aminoácidos (o CPON, “C Flanking Peptide of NPY” o peptídeo que continua ou 

ladeia o NPY no grupo carboxílico). Este peptídeo é, em seguida, sujeito à acção da 

enzima carboxipeptidase B (CPE) resultando o NPY1-37 que, por sua vez, é o 

substrato da enzima de amidação (PAM; peptil-glicina-amino-monoxigenase), 

resultando o NPY1-37 amidado que é biologicamente activo
[311]. Ao NPY1-36, 

designaremos simplesmente por NPY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

O pro-peptídeo é constituído pelo NPY1-39 e pelo peptídeo CPON. O NPY1-37, resultante da acção da 
enzima de conversão e da enzima carboxipeptidase B, é o substrato da enzima de amidação, PAM, que 
o converte no peptídeo biologicamente activo, o NPY1-36 ou NPY. 

 

 

1.2.2. Metabolização do NPY 

Entre as peptidases que apresentam alta afinidade para o NPY, a principal parece 

ser a dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV; EC 3.4.14.5). Esta exopeptidase da família 

das propil-oligopeptidases é uma protease ligada à membrana plasmática que cliva 

uma ligação peptídica, quando no peptídeo alvo existe o aminoácido prolina na 

penúltima posição. Assim, actuando no NPY, a DPP-IV cliva a ligação Ser-Pro do 
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terminal amina dando origem ao NPY3-36. Este peptídeo perde a afinidade para o 

receptor Y1 e torna-se agonista para os receptores Y2 e/ou Y5
[310, 311, 312]. Para além da 

DPP-IV existem outras aminopeptidases que estão descritas como sendo capazes 

de clivar o NPY. A dipeptidil-peptidase 8 (DPP8) está localizada no citoplasma 

como uma proteína solúvel e, aparentemente, não é libertada para o meio 

extracelular, e tal como a DPP-IV, cliva uma ligação peptídica no aminoácido Pro[2], 

no entanto com menor eficiência que a DPP-IV. A dipeptidil-peptidase 9 (DPP9) é 

uma enzima citosólica e tal como a DPP-IV e a DPP8 tem a capacidade de clivar o 

NPY na ligação peptídica com um aminoácido prolina[6]. 

A aminopeptidase P (AP-P; EC 3.4.11.9) é outra peptidase que hidrolisa o NPY. A 

AP-P tem duas isoformas, sendo a AP-P1 solúvel no citosol, enquanto que a AP-P2 

está ancorada à membrana plasmática. Ambas hidrolisam a ligação peptídica entre 

o primeiro e o segundo aminoácido no terminal amína do peptídeo, sendo o 

segundo aminoácido a prolina[478, 480] resultando em NPY2-36. Os peptídeos NPY3-36 e 

NPY2-36 podem ainda ser degradados pela endopeptidase neutra-24-11, sendo os 

principais locais de clivagem a Tir20-Tir21 e Leu30-lle31 dando origem aos peptídeos 

biologicamente inactivos NPY1-20 e NPY31-36
[310, 311, 510]. 

 

1.2.3 Receptores do NPY 

Os receptores do NPY têm 7 domínios transmembranares e estão acoplados às 

proteínas G[488, 490]. Até ao momento, considera-se que existem seis tipos de 

receptores mas apenas 5 deles foram clonados (Y1, Y2, Y4, Y5 e y6). O receptor Y3 

ainda não foi clonado[314]. O perfil de ligação dos diferentes ligandos para cada tipo 

de receptor está esquematizado na Tabela 1.3. 
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Tabela 1.3 Perfil de potência de ligação do NPY e seus análagos aos diferentes 

receptores do NPY 

Receptor do NPY Perfil 

Y1 NPY≈PYY≈[Leu31,Pro34]NPY>NPY2-36>NPY3-36≥PP>NPY13-36 

Y2 NPY≥NPY2-36≈NPY3-36≈NPY13-36>>[Leu
31Pro34]NPY 

Y3 NPY>NPY13-36>PYY 

Y4 PP>PYY≥NPY>NPY2-36 

Y5 NPY≈PYY≈NPY2-36>hPP>[D-Trp
32]NPY>NPY13-36>rPP 

y6  (§) 

1) NPY≈PYY≈[Leu31,Pro34]NPY>>PP 

2) PP>[Leu31,Pro34]NPY>NPY≈PYY 

(§) Dois laboratórios diferentes clonaram o receptor y6 de murganho, mas os perfis de ligação dos 
vários ligandos é bastante diferente um do outro. 1) de acordo com [496] e o 2) de acordo com [177]. 
Tabela adaptada de Berglund et al., 2003 [37]. 

 

 

Os receptores Y1, Y2 e Y5 têm apenas 30% de homologia
[314]. Vários subtipos do 

receptor Y1 foram encontrados nos peixes, mas não em mamíferos. Recentemente 

foi descoberto um receptor semelhante ao Y2,e foi designado por Y7
[156] O receptor 

Y7 existe em anfíbios, tubarões e em peixes ósseos. Aparentemente, este receptor 

desapareceu evolutivamente na linhagem dos mamíferos[55, 265].  

 

O receptor NPY Y1 
 
O receptor Y1 para ser activado necessita que o terminal amina do NPY esteja 

intacto. Assim, o receptor Y1 é activado pelo NPY, NPY2-36, NPY3-36, NPY13-36 e 

NPY18-36 não permitindo, no entanto, que a activação seja feita com um peptídeo 

com substituições no terminal carboxílico[183, 250].  

A activação do receptor Y1 provoca vasoconstrição
[71, 498] e proliferação das células 

do músculo liso[522]. A sua activação está associada à diminuição da ansiedade e 

depressão[388, 403], ao aumento de apetite[94, 266, 267], bem como ao consumo de álcool[234, 

461] e, ainda, na proliferação tumoral[234, 248, 392]. 

As vias de transdução de sinal intracelulares associadas ao receptor Y1 serão 

apresentadas mais à frente (secção 1.2.3.1). 
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O receptor Y2 
 
Ao contrário do que acontece, com o receptor Y1, o receptor Y2 não é internalizado 

depois de uma prolongada exposição ao agonista[166, 365]. Funcionalmente, o receptor 

Y2 é principalmente, angiogénico
[105, 135, 269, 428, 522], e diferentes polimorfismos no 

receptor Y2 estão associados à obesidade
[291, 427, 465].  

 

O receptor Y3 

 
Enquanto o receptor Y1 e Y2 têm a mesma afinidade para o NPY e os seus 

fragmentos, bem como para o PYY, o receptor Y3 não é capaz de reconhecer o 

PYY, e é caracterizado farmacologicamente como sendo o que tem maior afinidade 

para o NPY[314]. O facto de ainda não estar clonado implica que este receptor esteja 

pouco caracterizado, e é apenas baseado em estudos farmacológicos. Fizeram-se 

estudos de ligação com quimeras de peptídeos NPY-PYY, onde o terminal amina 

do NPY foi ligado ao terminal carboxílico do PYY, revelando que quando os 

resíduos Pro13 e Ala14 do NPY eram substituídos pela Ser13 e Pro14, a Pro14 cria uma 

conformação estrutural no PYY que torna impossível a ligação com o receptor Y3
[167]. 

A presença do receptor Y3 foi demonstrada farmacologicamente nos tecidos 

periféricos como o gânglio cervical de rato[153], cólon de rato[122], na medula supra-

renal bovina[343, 489] e nas células cromafins humanas[76]. Funcionalmente, o receptor 

Y3, está também associado a hipotensão, bradicardia e inibição dos efeitos do 

glutamato[182] e ainda como receptor responsável pelo efeito estimulador do NPY na 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas[76]. 

 

O receptor Y4  
 
O receptor Y4 tem uma maior afinidade para o peptídeo pancreático, PP, do que 

para o NPY. A farmacologia e a distribuição do receptor Y4 é bastante variável de 

espécie para espécie[289, 290]. No Homem, o RNAm do receptor Y4 foi encontrado na 

próstata, no cólon, pâncreas, no intestino delgado, nas células do músculo liso e em 

determinadas regiões do cérebro como é o caso do hipotálamo[34, 37, 321]. O receptor Y4 

está envolvido na secreção gástrica[148] e induz um aumento de apetite[66]. O receptor 

Y4 ainda está ainda envolvido na regulação da reprodução
[223, 386].  
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O receptor Y5 
 

O receptor Y5 tem uma região do promotor comum ao Y1
[165]. A função do receptor 

Y5 está relacionada com a estimulação de apetite e com o aumento da adipólise
[61, 

214, 218, 267], na excitabilidade cerebral[32, 337, 387, 500] e com a angiogénese[328, 522].  

 

O receptor y6 
 

O receptor y6 apesar de já ter sido clonado, ainda não foi encontrada qualquer 

função fisiológica. O receptor y6 já foi detectado no coração, musculo esquelético, 

hipotálamo e tracto gastrointestinal[178, 304]. 

 

1.2.3.1. Vias de transdução de sinal acopladas ao receptor Y1 

 

O receptor Y1 está acoplado às proteínas G, e a sua activação leva à inibição da 

adenilciclase[145] (Figura 1.13). Selbie et al., (1995) refere que o receptor Y1 activa a 

PKC através da activação da PLA2
[416] (Figura 1.13). Outros estudos indicam que o 

receptor Y1 está acoplado à via das MAPK
[233] através da fosforilação dos resíduos 

de Tre-Ser, um efeito que é dependente da via da PI-3-K[18, 299, 340] ou da activação da 

PKC[300] (Figura 1.13). A activação das MAPK parece estar também associada a 

proteínas G, constituindo portanto, o mesmo mecanismo da inibição da 

adenilciclase e da mobilização do Ca2+ dos reservatórios intracelulares (Figura 

1.13). No entanto, segundo Kribben et al., (1997) e van Biesen et al., (1996) a 

activação das MAPK associadas às proteínas G não envolve a diminuição do AMPc 

através da inibição da adenilciclase, nem como efeito secundário do aumento do 

[Ca2+][251, 475] (Figura 1.13). É possível que esta activação das MAPK esteja associada 

às subunidades βγ das proteínas G[233] (Figura 1.13). O receptor Y1 activa as ERK 

1/2 e, apenas em parte a p38, induzindo a proliferação celular das células de 

Müller[319]. Outros estudos indicam que a fosfolipase A2, C e D e a PKC não são as 

principais vias de transdução de sinal acopladas à activação dos receptores Y1 em 

determinados tipos de células, como por exemplo, nas células HEL[106, 316]. Apesar da 

fosfolipase C (PLC) e do receptor Y1 não estarem acoplados nas células HEL e 
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CHO, noutros modelos foi possível observar que a PLC é uma das vias acopladas 

ao receptor Y1
[366] (Figura 1.13).  

O receptor Y1 rapidamente dessensibiliza em resposta a vários activadores da PKC 

ou de tirosina-cinase[166, 210]. Além disso, a estimulação do receptor Y1 induz a 

fosforilação de CREB, contribuído deste modo para a expressão dos genes que 

contêm os locais de ligação para CREB, CRE, o que inclui o gene do receptor Y1. 

Este processo ocorre através da mobilização de Ca2+ e activação de CaMKs[421, 422] 

(Figura 1.13).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.13 - Esquema representativo das vias de sinalização acopladas ao receptor 
NPY Y1.  
 

Os receptores Y1, NPY Y1, estão acoplados às proteínas G (G). A activação do receptores Y1 inibe a 
adenilciclase (AD) com a consequente diminuição de AMPc e activação da PKA. Esta, por sua vez, induz 
a fosforilação das proteínas com afinidade para o elemento de resposta ao AMPc (CREB) que, ao 
ligarem-se aos locais de reconhecimento dos elementos de resposta ao AMPc (CRE), permitem a 
activação ou inibição da transcrição de determinados genes alvo, que possuem nos seus promotores as 
sequências CRE. O NPY activa os canais de Ca2+ sensíveis à voltagem (VOCCs), aumentando [Ca2+]i. A 
fosforilação da proteína cinase do tipo II dependente de Ca2+ e calmodulina (CaMKII) activa CRE. 
Quando ocorre a activação da fosfolipase C (PLC) há a formação de 1,4,5-trifosfato inositol (PIP3) e 
diacilglicerol (DAG). O PIP3 induz a mobilização de Ca

2+ e, consequentemente, a fosforilação de CaMKII; 
o DAG activa a PKC, que pode contribuir para ao aumento do [Ca2+]i ou activar as MAPK. A PKC pode 
ser activada pela fosfolipase A2, e as MAPK directamente, pela activação dos receptores Y1. Quando a 
via das MAPK é activada, a fosforilação da proteína Akt induz a activação de outros factores de 
transcrição responsáveis pela activação ou inibição da transcrição de genes alvo. 
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1.2.4 O NPY na glândula supra-renal 

1.2.4.1 Localização do NPY e seus receptores na glândula supra-renal 

NPY 
 

Diversos trabalhos demonstram que o NPY está presente na glândula supra-renal 

de diversas espécies de mamíferos tais como no rato, murganho, cão, boi, cobaia, 

cavalo, gato, boi, porco e, ainda no homem[54, 111, 150, 186, 208, 260, 287, 295, 357, 369, 438, 479]. A 

quantidade de NPY-ir na glândula supra-renal é muito variável entre espécies, 

sendo muito elevada nos gatos (250-500 pmoles/g), moderada em bovinos (60-100 

pmoles/g) e baixa em humanos e ratos (5-20 pmoles/g). Na glândula supra-renal, o 

NPY está localizado em maior quantidade na medula, em especial nas células 

cromafins, estando ainda presente nas fibras nervosas[76, 295].  

Os estudos de localização do NPY nas células cromafins adrenérgicas ou nas 

noradrenérgicas são controversos. Estudos demonstram que na medula da 

glândula supra-renal de rato, murganho, cobaio e gato o NPY-ir está localizado nas 

células cromafins positivas para PNMT, isto é nas células adrenérgicas[288, 383]. 

Contrariamente, outros estudos demonstraram que nas células cromafins da 

glândula supra-renal de gato, cobaio, cão, cavalo e boi, o NPY está localizado nas 

células noradrenérgicas[186, 295, 408, 479]. No rato, foi ainda encontrado NPY-ir nos dois 

tipos de células cromafins[408]. Na glândula supra-renal humana, Lundberg et al. 

(1986) mostraram que cerca de 90 % do NPY-ir estava localizado nas células 

adrenérgicas, havendo ainda outras células que contêm NPY-ir e que não são 

adrenérgicas[288]. 

 

Receptores de NPY 

 

Diversos trabalhos demonstram a presença de receptores de NPY na supra-renal. 

O RNAm para o receptor Y1 foi detectado em células cromafins de boi
[513], e os 

receptores Y1, Y2, Y4 e Y5 nas de células cromafins humanas e de rato em cultura
[76, 

390]. Nos estudos com células cromafins bovinas ou com células cromafins humanas 

não foram detectados locais de ligação para [125I]PYY[489, 513], sugerindo a presença 

dos receptores Y3 funcionais em células cromafins de boi e humanas
[76, 343]. 
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1.2.4.2 Efeitos do NPY na medula supra-renal 

 
Os efeitos do NPY na medula da glândula na libertação de catecolaminas são 

dependentes da espécie animal em estudo e até do protocolo utlizado. 

Nas células cromafins bovinas em cultura e nas células PC12 o NPY inibe a 

libertação de AD e NA estimulada pela nicotina[113, 205, 207, 343]. Nas células cromafins de 

rato, um anticorpo anti-NPY aumenta a libertação de catecolaminas estimuladas 

pela nicotina[424]. No entanto, na glândula supra-renal bovina perfundida e na zona 

glomerular/capsular da glândula de rato, o NPY tem o efeito contrário, isto é, 

aumenta a libertação de catecolaminas[205, 390]. Para além do seu papel na libertação 

de catecolaminas, o NPY modula a síntese de catecolaminas nas células cromafins. 

Assim, nas células cromafins bovinas em cultura, o NPY diminui a actividade da 

TH[518]. No entanto, em estudos com ratos, o NPY tem um efeito oposto, isto é, a 

administração de NPY ou de [Leu31, Pro34]NPY ou PYY induz um aumento dos 

níveis de RNAm da TH na medula da glândula supra-renal[212]. 

Nas células cromafins humanas, o NPY aumenta a libertação de catecolaminas de 

uma forma dependente da concentração[76]. O envolvimento do receptor Y3 nesse 

efeito foi demonstrado em experiências de libertação em sistema de placas, nas 

quais se usaram vários peptídeos análagos do NPY. Verificou-se que o hPP, o 

NPY13-36 e o NPY3-36 aumentavam a libertação de catecolaminas humanas mas o 

PYY não aumentava libertação de catecolaminas nas células cromafins humanas. 

Por outro lado, os antagonistas dos receptores de NPY, BIBP 3226 (antagonista do 

receptor Y1), T4 [NPY-(33-36)]4 (antagonista do receptor Y2), ou o antagonista do 

receptor Y5 não alteraram a libertação de catecolaminas. Estes resultados sugerem 

que o NPY estimula a libertação de catecolaminas através da activação do receptor 

Y3
[76]. A imunoneutralização do NPY com um anticorpo anti-NPY (NPY 05) diminuiu 

a libertação basal de catecolaminas das células cromafins humanas, o que indica 

que o NPY que é constitutivamente libertado estimula a libertação de 

catecolaminas[76]. 

Nas células cromafins de murganho, o NPY aumenta a libertação de 

catecolaminas[73]. Esse aumento também ocorre com o PYY e com o agonista dos 

receptores Y1/Y5 ([Leu
31 Pro34] NPY, 100nM). O NPY não alterou a libertação de 

catecolaminas de culturas de células cromafins de murganhos deficientes no 
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receptor Y1, Y1 -/-, o que sugere fortemente o envolvimento do receptor Y1 no efeito 

estimulador do NPY na libertação de catecolaminas das células cromafins de 

animais Y1+/+
[73]. Comparando o conteúdo de catecolaminas das glândulas Y1+/+ e 

Y1-/-, as glândulas dos animais Y1-/- contêm uma maior quantidade de 

catecolaminas. Este facto poderia ser explicado por uma maior acumulação 

intracelular de catecolaminas devido à ausência de estimulação pelo NPY nas 

células que não possuem o receptor Y1. No entanto, as células cromafins dos 

animais Y1-/- apresentam maior libertação basal de catecolaminas 

comparativamente com as células controlo (Y1+/+)
[73]. As células cromafins Y1-/- 

estimuladas com nicotina libertavam menos catecolaminas comparativamente com 

as células dos animais Y1 +/+, o que poderia sugerir uma deficiência nas vesículas 

secretoras. Por outro lado, a expressão e a actividade da TH está aumentada nas 

glândulas supra renais de animais Y1-/- comparativamente com as glândulas dos 

animais controlo, mas a afinidade da enzima para as catecolaminas não se 

apresentava alterada nos dois grupos de animais. Estes resultados sugerem a 

existência de uma alteração molecular entre o receptor Y1 e o promotor da TH
[73]. 
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1.3 Interleucina-1β (IL-1β) 

1.3.1 A família da interleucina-1 

A interleucina 1 é uma família de proteínas (a interleucina-1α (IL-1α) e a 

interleucina-1β (IL-1β)), que exercem funções idênticas actuando no mesmo 

receptor, o receptor do tipo I (IL-1RI). Este receptor necessita de uma proteína 

acessória (IL-1RAcP) para a sua activação. O antagonista do receptor da IL-1 (IL-

1ra) é o terceiro membro da família, e que funciona como um antagonista selectivo 

e competitivo e que bloqueia a acção da IL-1[350]. Em conclusão, a família de IL-1 

consiste assim em 2 agonistas, IL-1α e IL-1β e um antagonista específico do 

receptor (IL-1ra), e dois tipos de receptores, IL-1RI e o receptor da IL do tipo II, IL-

1RII[22, 115]. 

 

1.3.1.1 Interleucina-1β 

1.3.1.1.1 Síntese, processamento e libertação 

Apesar da maioria dos precursores de IL-1β existirem no citoplasma, uma fracção 

move-se para os lisossomas secretores[15]. Nos lisossomas, além de precursores da 

IL-1β existe a pro-caspase1[15]. Para o processamento continuar é necessário que a 

pro-caspase inactiva seja convertida em caspase-1 activa, através de um complexo 

proteico designado por inflamassoma de enzima convertora de IL-1β (“IL-1β 

inflamassome)[470]. Esta caspase-1 é também designada por enzima conversora de 

IL-1β na sua forma activa (ICE). Quando a IL-1β é transformada na sua forma 

madura está pronta a ser libertada (Figura 1.14). 

A libertação de IL-1 não ocorre segundo os mecanismos pré-estabelecidos, uma 

vez que tanto a IL-1α como a IL-1β não possuem a sequência de sinalização 

classicamente definida[116, 117]. Para que ocorra a libertação da IL-1β tem de ocorrer 

uma gradiente de protões resultante da produção de ATP e do efluxo de potássio 

que leva à activação da caspase-1[185, 434]. Como consequência, há um influxo de 

Ca2+ que por sua vez activa as fosfolipases dependentes de cálcio, como a PLC[16], 

ou as independentes de Ca2+, como a PLA2
[87, 370] (Figura 1.14). 
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Figura 1.14 - Esquema representativo do processamento e libertação de IL-1β.  
 

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

 

 

1.3.1.2 Receptores da Interleucina-1 

 
O receptor IL-1R1 é uma proteína de 80 KDa com 3 domínios extracelulares com 

319 aminoácidos: uma região transmembranar de 20 e um domínio citoplasmático 

de 215 aminoácidos. O receptor O IL-1RII é uma proteína de 60 KDa, com 3 

domínios extracelulares de 330 aminoácidos, um transmembranar de 26 

aminoácidos enquanto que o domínio intracelular apenas tem 29 aminoácidos[307]. O 

IL-1RII como não tem o domínio citoplasmático, não ocorre sinalização intracelular. 

A iniciação do sinal pela activação do IL-1RI só ocorre na presença de uma proteína 

acessória, a IL-1RAcP[176]. Actualmente existem dois modelos que explicam a 

interacção das proteínas: IL-1β, IL-1RI e IL-1RacP. O primeiro refere que o IL-1RI e 

o IL-1RacP já se encontram ligados mas, aquando da ligação da IL-1β ocorre uma 

mudança estrutural e inicia-se a cascata de sinalização. A teoria mais aceite 

descreve que para ocorrer a ligação de IL-1RAcP, a IL-1RI é dependente da ligação 

da IL-1β que provoca uma modificação estrutural no receptor e, assim, a proteína 
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acessória já pode interagir[483]. Estas mudanças estruturais permitem que a IL-

1RAcP se ligue ao receptor e sem este complexo IL-1RAcp/IL-1R1/ IL-1β a 

sinalização não ocorre (Figura 1.15).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.15 – A activaçãp dos receptores de IL-1. 
 

A) A ligação da IL-1β com o IL-1RI permite a associação de IL-1RAcp, e a consequente activação das 
vias de sinalização. B) A activação dos receptores de IL-1β é inibida na presença de IL-1ra. C) O 
receptor IL-1RII é um receptor não funcional, impedindo a transdução de sinal.  

 

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

 
O antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) ocorre na forma solúvel (sIL-1ra) pronto a 

ser libertado ou pode ser citoplásmatico (icIL-1ra). O sIL-1ra é sintetizado como 

uma proteína de 177 aminoácidos e necessita da clivagem da sequência sinal de 25 

aminoácidos para ser libertado como uma proteína glicolisada constituída por 152 

aminoácidos. O icIL-1ra não tem uma sequência sinal e assim fica retida no 

citoplasma[60, 195]. Outras formas que não são libertadas apenas foram descritas nos 

humanos[297, 330]. A IL-1ra é uma variante estrutural de IL-1, que se liga igualmente a 

IL-1R, mas que não activa as células. A IL-1ra tem uma homologia de 18 % com a 

IL-1α e 22 % com a IL-1β[22, 128]. 
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1.3.1.4 Vias de transdução de sinal acopladas aos receptores da IL-1β 

 

A via de sinalização intracelular acoplada aos receptores da IL-1β que melhor 

caracterizada está é a via que leva à fosforilação do factor de transcrição NF-κB[69, 70, 

103]. A fosforilação do NF-κB ocorre quando a IκB, uma proteína inibitória, é 

fosforilada e degradada. As cinases responsáveis pela fosforilação de IκB são as 

cinases de IκB (IKK) 1 e 2[389, 485, 501]. As cinases que estão acima de IKK são as NIK, 

e por sua vez as IRAK e as TRAF6 estão acima destas[70] (Figura 1.16).  

Outras vias estão associadas a IL-1β, que inclui as MAPK cinases, as p38, as 

JNK[351], a via da PI3K/Akt[237, 379], PKC[237, 298], cAMP/PKA[175, 231] (Figura 1.16). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.16 - Vias de sinalização intracelulares acopladas à activação do IL-1RI.  
 

A) A activação do factor de transcripçao NF-κB através de fosforilações sucessivas. A cinase 
responsável pela fosforilação da NF-κB é a IκBα. As cinases que estão acima de IKK são as NIK IRAK e 
as TRAF6. B) As MAPK (ERK1/2, p38 e JNK), PKC, PI-3-K e PKA são cinases capazes de fosforilar e 
consequentemente activar outros factores de transcrição responsáveis pela activação ou inibição da 
transcrição de genes alvo.  
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1.3.2 A Interleucina-1β na glândula supra-renal 

A presença de IL-1β já foi descrito em células cromafins de murganho[411], em 

células cromafins bovinas[411, 507], em células de feocromocitoma humano[170] e nas 

células PC12[11]. A injecção de lipossacarídeo bacteriano, LPS, na medula da supra-

renal de ratos e de murganhos aumentou a imunorreactividade para IL-1β (IL-1β-

ir)[35]. Por outro lado, a estimulação com nicotina leva a uma diminuição dos níveis 

de IL-1β nas células cromafins bovinas, o que indica que a estimulação colinérgica 

influencia a libertação de IL-1β[507]. E foi ainda observado que quando as células 

cromafins de murganho ou de rato são incubadas com reserpina que leva à 

depleção dos grânulos cromafins, ocorre uma diminuição da IL-1β-ir, o que sugere 

que a IL-1 está co-localizada com as catecolaminas nos grânulos cromafins[411]. 

Por outro lado, está descrito que a IL-1β induz a libertação de catecolaminas das 

células PC-12[189, 507] e de células cromafins bovinas[507], e que este efeito é mediado 

pelos receptores da IL-1[507]. Além disso, a IL-1β induziu um aumento dos níveis de 

RNAm e proteicos de vários peptideos, nomeadamente de secretogranina II, VIP, 

galanina[5, 472], neurotensina e SP[143]. 

 

1.3.3 A Interleucina-1β e patologias 

A produção de IL-1β em indivíduos normais é bastante baixa e, deste modo, 

dificilmente detectado no plasma (ver revisão [116]). No entanto, em diversas 

patologias ocorre um aumento da concentração plasmática de IL-1β. A injecção de 

apenas alguns ng/kg de IL-1β induz toda uma série de acções tipicamente 

associada à inflamação (ver revisão [116]). A IL-1β aumenta a expressão de 

moléculas de adesão nas células endoteliais e em leucócitos[45]. A combinação de 

libertação de quimiocinas e a indução de moléculas de adesão estimula a 

extravasão de leucócitos e a infiltração nos tecidos. Para que ocorra efeito, apenas 

uma pequena porção dos receptores de IL-1 precisam de estar ocupados[121] e, 

portanto, a razão entre a disponibilidade de IL-1β/IL-1ra é que determina a extensão 

da resposta, em vez de ser a quantidade de IL-β por si só. Esta razão entre IL-

1β/IL-1ra é um processo determinante para determinar uma doença inflamatória[90].  
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Diversos estudos demonstraram que as doenças cardiovasculares são mais 

prevalentes em doentes com stresse psicossocial crónico. Por exemplo, as pessoas 

com altos cargos, indivíduos socialmente isolados ou com sintomas de ansiedade e 

depressão têm maior probabilidade de desenvolver doenças cardiovasculares[201]. O 

stresse psicossocial activa o sistema nervoso simpático, que permite a regulação do 

ritmo cardíado e a libertação de catecolaminas[40, 201, 401]. Deste modo altos níveis 

plasmáticos de catecolaminas contribuem para disfunções endoteliais e para o 

aparecimento de lesões ao nível da artéria coronária. A aterosclerose e as 

alterações do sistema imunitário podem resultar como uma consequência do 

stresse psicossocial[401, 437]. Está igualmente comprovado, que numa situação de 

stresse psicossocial há uma activação de factor de transcrição NF-κB em células 

sanguíneas periféricas mononucleares[40, 58] que, por sua vez, induz a expressão de 

várias proteínas inflamatórias, como é o caso da IL-1β[58]. E deste modo, a IL-1β tem 

sido referenciada como um importante factor na interacção entre o sistema 

imunitário e o sistema cardiovascular. 

A hipertensão, e consequentemente a aterosclerose, são doenças inflamatórias de 

baixo grau[276, 368]. Também em situações de hipertensão há uma activação do factor 

de transcrição NFκB que, consequentemente, induz a transcrição de genes ligados 

à inflamação[271]. Foi ainda observado que indivíduos hipertensos têm uma maior 

produção de IL-1β comparativamente com indivíduos normais[157, 275, 517]. Existem 

alguns estudos que estabelecem uma relação entre variações genéticas e 

alterações na expressão e libertação de IL-1β e de IL-1ra. Polimorfismos no gene 

da IL-1ra, como a variante polifórmica IL-1RN*2 estão associados a doenças 

cardiovasculares[155, 502], possivelmente devido a um aumento da produção de IL-

1β[108]. A relação entre o stresse e as doenças cardiovasculares e aumento de IL-1β 

é ainda reforçada pelo facto de, nestas situações, ocorrer um aumento de 

catecolaminas no plasma que, por sua vez, levam ao aumento da produção de 

citocinas pelas células do sistema imunitário. Os macrófagos, principais produtores 

de citocinas pró-inflamatórias, possuem receptores adrenérgicos β2 que, quando 

activados, levam à produção de IL-1β[450]. Para além de patologias do sistema 

cardiovascular, foi ainda descrito o aumento da IL-1β plasmática em atletas durante 

exercício físico e no período 3h após o fim desse exercício[322]. Uma elevada 
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concentração de IL-1β plasmática também foi observada em indivíduos com 

tumores sólidos, leucemias, hepatite, asma, choque séptico ou artrite reumatóide 

(ver revisão [116]). Assim, existe uma interacção entre o sistema imunitário e a 

glândula supra-renal, produtora de catecolaminas. 
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1.4 Monóxido de azoto (NO) 

O monóxido de azoto (NO) é um mensageiro intracelular envolvido na regulação de 

várias funções fisiológicas. O NO não é armazenado, libertado ou inactivo através 

dos mecanismos convencionais. O NO não actua através de receptores, mas 

difunde-se para dentro das células interagindo com os seus alvos intracelulares. A 

distância de difusão do NO é de cerca 40-300 µm de diâmetro e isto implica que, 

apenas as células que estão na vizinhança das células produtoras de NO, sejam 

influenciadas por ele[163, 268].  

1.4.1 Produção de NO pelas sintases do monóxido de azoto (NOS) 

Existem três isoformas da sintase do NO (NOS): a NOS neuronal (ou a NOS do tipo 

I; nNOS ou NOS-1)[52]; a NOS indutível (NOS II, iNOS ou NOS-2)[338, 344]; e a NOS 

endotelial (NOS do tipo III, eNOS ou NOS-3)[224]. As formas endotelial e neuronais 

são expressas constitutivamente, enquanto que a iNOS só é expressa após um 

estímulo adequado. Após a estimulação, por exemplo pelo LPS, a iNOS é 

sintetizada “de novo”, com a consequente produção de grandes quantidades de 

NO, comparativamente com as quantidade de NO produzido pelas duas isoformas 

constitutivamente expressas[39, 219]. Na Figura 1.17 está representada a estrutura da 

NOS. De acordo com a sua contribuição durante a síntese de NO, o terminal 

carboxílico, corresponde à fracção redutase, e estão incluídas a flavina adenina 

mononucleotídica (FMN), flavina adenina dinucleotídica (FAD) e a calmodulinas; 

enquanto que a protoporfirina IX, a tetrabiopterina (BH4) e o local de ligação do 

substracto se encontram na fracção oxigenase, que corresponde ao terminal 

amina[134].  

 

 

 
 

        Figura 1.17 - Esquema representativo da NOS.  
 

        O terminal amina corresponde ao domínio oxigenase, onde estão localizadas a tetrabiopterina  
(BH4), que é um cofactor para a síntese de catecolaminas, a calmodulina e a flavina adenina 
mononucleotídica (FMN). No terminal carboxílico, existe o domínio redutase onde se encontra a 
flavina adenina dinucleotídica (FAD) e o cofactor nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 
(NADPH). 

BH4 FAD                    NADPH COOHNH2
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Para a síntese de NO, as três isoformas dependem do substracto L-arginina, dos 

cofactores/coenzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), a BH4, 

FAD, O2 e protoporfirin IX (protoporphyrin IX)
[245]. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1.18 - Esquema representativo da síntese do monóxido de azoto.  
 

Para a síntese de NO, a reacção catalítica ocorre em duas etapas: na primeira, a L-arginina é hidroxilada 
por O2 e NADPH formando a N-ω-hidroxil-L-arginina; em seguida, N-ω-hidroxil-L-arginina é oxidada e 
forma-se a citrulina, hidrogénio e NO. Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH); 
tetrabiopterina (BH4); flavina adenina dinucleotídica (FAD); oxigénio (O2). 

 

 

1.4.2 Regulação da NOS 

A activação da iNOS é independente de Ca2+, enquanto que as isoformas eNOS e 

nNOS são dependentes da elevação dos níveis de Ca2+ citoplasmático para que 

ocorra a sua activação[10, 164, 196]. Nas formas constitutivas, eNOS e nNOS, os 

estímulos que aumentam [Ca2+]i, permitem que o complexo Ca
2+/calmodulina se 

ligue às NOS. Quando os níveis de Ca2+ diminuem, ocorre uma dissociação da 

calmodulina que, por sua vez, se dissocia da NOS. Portanto, as diferenças de 

[Ca2+]i na célula funcionam como o interruptor que permitem a activação/inactivação 

da NOS[410, 506]. A iNOS, apesar de não ser regulada por Ca2+, tem locais de ligação 

da calmodulina[164].  

As NOS podem ainda ser reguladas por fosforilação. A actividade catalítica diminui 

quando ocorre a fosforilação por cinases dependentes de AMPc[57], PKC[335] ou 

cinases dependentes de Ca2+/calmodulina[196, 410].  

 

 

 

L-arginina N-ωωωω-hidroxil-L-arginina Citrulina Monóxido de 
azoto

NOS NOS

L-arginina N-ωωωω-hidroxil-L-arginina Citrulina Monóxido de 
azoto
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1.4.3 Mecanismos intracelulares activados pelo NO 

A enzima guanidil ciclase (GC) é descrita como sendo o principal alvo do NO com a 

consequente produção de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc)[23, 362]. O GMPc 

é sintetizado a partir duma família de enzimas, a já referida GC, que têm uma 

sequência de aminoácidos idêntica à região catalítica da adenilciclase[253, 463]. Existem 

duas isoformas da GC, uma GC associada à membrana plasmática e outra GC 

citoplasmática. Os alvos do GMPc na célula são variados, como por exemplo, os 

canais de cálcio e de sódio, as cinases dependentes de GMPc (PKG) e 

fosfodiesterases dependentes de GMPc (PDEs)[278, 286]. O GMPc está fortemente 

envolvido na regulação do conteúdo intracelular de Ca2+. A activação de canais de 

cálcio sensíveis ao potássio pela PKG, induz a hiperpolarização da membrana 

impedindo a entrada de Ca2+ pelos VOCCs[12, 21]. Por outro lado, está descrito que a 

via GMPc/PKG regula os receptores de IP3 através da sua fosforilação com a 

consequente diminuição de libertação de Ca2+ das reservas intracelulares para o 

citoplasma[77, 329, 409]. Para além destes mecanismos dependentes de GMPc, o NO 

pode activar a PKC de uma forma independente de GMPc[375, 512]. Além disso, o NO 

reage muito rapidamente com aniões superóxidos de modo a formar o peroxinitrito 

(ONOO-), que depois se decompõe de modo a formar radicais hidroxil (˙OH) ou 

outro bioproduto reactivo que pode directamente activar a PKC[172].  

 

1.4.4 NO e patologias 

O NO é um importante factor na inflamação. Ele reduz a agregação de plaquetas e 

a sua adesão, inibe várias funções dos mastócitos durante uma inflamação e 

funciona ainda como um regulador do recrutamento de leucócitos. As espécies 

reactivas derivadas do NO, incluindo o radical anião superóxido (O2
-), o peróxido de 

hidrogénio (H2O2) e o anião hipoclorito (OCl
-), produzidos por células fagocitárias 

como os neutrófilos e macrófagos activos[30] possuem uma actividade antimicrobiana 

que lhes permitem danificar o DNA, proteínas e lípidos de agentes invasores[402, 499]. 

A activação da NOS e a subsequente produção de elevados níveis de NO é um 

importante mecanismo de defesa contra infecções e, pode mesmo, funcionar como 

um mecanismo anti-tumoral da imunidade inata[159]. No entanto, a sobreproducção 
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de NO ocorre em várias condições patológicas: doenças neurodegenerativas, 

doenças auto-imunes, doenças infecciosas, proliferação tumoral, angiogénese e 

diabetes[7, 109, 142, 154, 159, 226, 282, 339].  

 

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

O efeito do NO na glândula supra-renal já foi descrito por vários autores. Na medula 

supra-renal, o NO pode ser produzido pelas as células endoteliais[466] e pelos nervos 

aferentes que estão em contacto com as células cromafins[206, 302, 451]. Além disso, 

também já foi descrito a presença de NOS em células cromafins bovinas[359, 414, 482] e 

em grupos de células cromafins que se agrupam à volta dos vasos sanguíneos[217]. 

Deste modo, pode antecipar-se que o NO tenha um efeito autócrino/ parácrino nas 

células cromafins, modulando, por exempo, a libertação de catecolaminas. 

O efeito do NO na libertação de catecolaminas pelas células cromafins é bastante 

controverso. Alguns estudos demonstram que o NO aumenta a libertação de 

catecolaminas em células cromafins de bovino[353, 358, 473], outros indicam que há uma 

inibição de catecolaminas em células cromafins de bovino e de truta-francesa[358, 396, 

414] e outros, ainda, que indicam que o NO não tem qualquer efeito em células 

cromafins bovinas e em glândulas supra-renais de rato[256, 426]. Por outro lado, Kolo et 

al. (2004) demonstrou que o NO tem a capacidade de degradar as catecolaminas[247] 

e outros estudos corroboram estes resultados ao demonstrar que o NO diminui a 

estabilidade das catecolaminas após a sua libertação[309].  

O efeito do NO na regulação da síntese e libertação de catecolaminas está 

relacionado com alterações dos níveis intracelulares de cálcio e/ou regulação da 

activação da TH. O aumento da libertação de catecolaminas poderia ser explicado 

pelo facto de os dadores de NO aumentarem o conteúdo intracelular de Ca2+ [359, 482]. 

No entanto foi verificado que o aumento de [Ca2+]i, devido à mobilização dos 

reservatórios intracelulares não seria suficiente para induzir exocitose[481]. Por outro 

lado, a modulação dos níveis intracelulares de catecolaminas pode ser explicado 

pela acção do NO ao nível da TH[236, 394, 508]. 

Como já foi referido anteriormente, o NO inicia o seu efeito através da activação da 

GC com o consequente aumento da libertação de GMPc. Também nas células 
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cromafins a GC é o principal alvo do NO, com o consequente aumento de GMPc[118, 

353]. O GMPc inibe a libertação de catecolaminas em células cromafins bovinas[72, 395]. 

Esta inibição da libertação de catecolaminas foi explicada pelo facto do GMPc 

fosforilar a proteína associadas aos VOCCs, inibindo o efluxo de Ca2+ [209, 414, 482] e, 

consequentemente, a libertação de catecolaminas. 
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1.5 Objectivos do trabalho 

A activação do eixo hipotálamo-glândula pituitária-suprarrenal (HPA) pode modular 

o sistema imunitário. As citocinas e o NPY são reguladores do eixo HPA e ambos 

são produzidos pela medula supra-renal. A IL-1β é uma citocina cujo papel na 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins é ainda controverso. Por outro 

lado, o NPY é um neuropeptídeo co-libertado com as catecolaminas e actuando nos 

receptores estimula a libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas 

e de murganho. No entanto os mecanismos intracelulares acoplados à activação 

dos receptores do NPY (receptores Y3 e Y1) e da IL-1β e à estimulação da 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins é ainda desconhecido. Assim 

os objectivos desta tese são: 

1) Por um lado, estudar os mecanismos intracelulares acoplados à activação do 

receptor Y1 que levam ao aumento da libertação de catecolaminas pelas células 

cromafins de murganho. 

2) Tendo como ponto de partida que a activação do receptor Y1 induz o aumento da 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins de murganho e que a 

concentração intracelular de catecolaminas está dependente de um equilibrio entre 

a exocitose e a síntese de catecolaminas, o segundo objectivo deste trabalho é 

investigar a existência de interacção molecular entre o receptor Y1 e o promotor da 

enzima da síntese de catecolaminas, a hidroxilase da tirosina (TH). 

3) O terceiro objectivo do trabalho é avaliar o papel da IL-1β na libertação de 

catecolaminas e de NPY pelas células cromafins de murganho. Como o NPY 

estimula a libertação de catecolaminas, pretende-se ainda estudar o papel do NPY 

no efeito da IL-1β.  

4) O quarto objectivo do trabalho, consiste no estudo do papel da IL-1β na 

libertação de catecolaminas e de NPY pelas células cromafins humanas e avaliar o 

papel do NPY e do NO no efeito estimulador da IL-1β. Por outro lado, as várias vias 

de sinalização intracelular acopladas à activação do receptor da IL-1β e do receptor 

do NPY Y3, serão igualmente estudadas. Será também estudado o efeito da IL-1β 

na regulação da fosforilação da TH. 



 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

56 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2 

Material e Métodos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

58 



___Material e Métodos 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

59 

2.1 Cultura de células cromafins 

2.1.1 Cultura de células cromafins humanas 

As glândulas supra-renais foram obtidas pelo Departamento de Urologia e 

Transplantação Renal do Hospital Universitário de Coimbra, Portugal, a partir de 

dadores cadáveres de rim para transplantação renal (20 homens, 16 mulheres, 36 ± 

27, idade mínima a idade máxima). As glândulas supra-renais são conservadas na 

solução fisiológica da Universidade de Wincon. Após um período máximo de 6 

horas iniciou-se a preparação da glândula supra-renal para a cultura celular. 

A cultura das células cromafins da glândula supra-renal foi realizada como descrito 

por Cavadas et al. (2001)[76] com algumas alterações. Após a recuperação da 

glândula do bloco operatório todo o procedimento da cultura celular foi realizado em 

condições estéreis numa câmara de fluxo laminar. Após a remoção do tecido 

adiposo circundante à glândula, injectou-se na veia 5 a 7 ml de uma solução de 

colagenase a 0,2 % (Tipo H, Sigma, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Para 

iniciar a digestão, a glândula foi em seguida colocada num tubo cónico de 50 ml 

contendo 20 ml de uma solução de Hanksi suplementada com 100 UI/mL de 

penicilina e 100 µg/ml de estreptomicina a 37 ºC, que designaremos por HBSS-PS. 

Após 15 minutos de digestão, a glândula foi aberta e a medula separada do córtex. 

O tecido medular foi então colocado em 10 ml da solução de colagenase a 37 ºC 

para depois ser sujeito a uma segunda digestão. Após 10 minutos, o sobrenadante 

foi lavado com 10 ml de meio de cultura, DMEM-F12ii. De seguida, procedeu-se a 

uma centrifugação a 800 r.p.m durante 7 minutos e o tecido dissociado foi lavado 

novamente com meio de cultura DMEM-F12. O tecido medular ainda não 

dissociado foi novamente digerido com 10 ml de solução de colagenase. Para uma 

digestão completa de todo o tecido medular foram necessárias 4 a 8 digestões. No 

final de todas as digestões o sedimento final, após a última centrifugação a 800 

r.p.m durante 7 minutos, foi ressuspenso em 5 ml de DMEM. Posteriormente, 

procedeu-se à contagem do número de células num hemocitómetro. A viabilidade 

                                                 
i Solução de Hanks: 500 mM KCl; 100 mM KH2PO4; 2 M NaCl; 500 mM glucose; 500 mM Hepes  
ii DMEM-F12: Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com uma mistura de F-12 (Ham) 
numa proporção de 1:1, 15 mM de Hepes, 14 mM de NaHCO3, 10 % de soro bovino fetal (FCS) 
inactivado, 100 UI/mL de penicilina e 100 µg/ml de estreptomicina.  
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celular foi determinada com o teste de Azul de Tripano e obteve-se 90-95 % de 

células viavéis. As células usadas nos ensaios de libertação em placas foram 

cultivadas em placas de cultura com 48 poços (Costar, Sigma, Chemical Co., St 

Louis, MO, USA), com uma densidade de 120 000 células por poço. Para extractos 

de “Western Blot”, as células foram cultivadas em placas de cultura de 24 poços 

com uma densidade de 250 000 células por poço. As células foram mantidas em 

meio de cultura DMEM-F12 durante 3-5 dias numa incubadora com 5 % de CO2 e 

95 % de O2.  

 

2.1.2 Cultura das células da glândula supra-renal de murganho 

Para este trabalho utilizaram-se murganhos da espécie Charles River mantidos no 

Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Portugal. Todos os 

animais tinham 12 semanas de idade e foram mantidos em ciclo claro – escuro, de 

12 em 12 horas. Para cada cultura celular utilizaram-se 15 murganhos. Os 

murganhos foram sacrificados por decapitação e as glândulas supra-renais foram 

rapidamente retiradas, limpas do tecido adiposo envolvente e colocadas numa 

solução de HBSS-PS. As glândulas foram cortadas em pedaços mais pequenos e 

digeridas com 1 ml de uma solução de 0,2 % de colagenase (Tipo H, Sigma 

Chemical Co., St Louis, MO, USA). Após 30 minutos a 37 ºC, com agitação 

intermitente, o sobrenadante (tecido digerido) foi colocado em 10 ml de DMEM-F12, 

e o tecido digerido foi lavado mais duas vezes com DMEM-F12. A viabilidade 

celular foi determinada com o teste do Azul de Tripano e obteve-se 85 a 90 % de 

células viáveis. 

As células utilizadas em ensaios de libertação em perfusão foram cultivadas em 

lamelas de vidro circulares de 2 cm de diâmetro revestidas com poli-D-lisina (2,5 

µg/cm2) e com uma densidade de 190 000 células por lamela. Para os ensaios de 

libertação em placas, as células foram cultivadas em placas de cultura com 48 

poços e com uma densidade de 100 000 células. As células foram mantidas em 

meio de cultura DMEM-F12 durante 3-5 dias numa incubadora a 37 ºC, com 5 % de 

CO2 e 95 % de O2. 
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2.2 Experiência de libertação de catecolaminas e NPY 

As experiências de libertação de catecolaminas (NA e AD) e NPY pelas células 

cromafins humanas foram realizadas apenas em sistema de libertação em placas, 

enquanto que nas células cromafins de murganho as experiências de libertação 

foram realizadas de duas formas distintas: experiência de libertação em perfusão e 

experiência de libertação em placas 

 

2.2.1 Experiência de libertação em perfusão 

As experiências de libertação realizadas com o sistema de perfusão ligado a um 

colector de fracções têm a vantagem de determinar a libertação de NA e AD por 

períodos curtos ao longo de um determinado tempo. Para além disso, com este 

sistema os mecanismos de recaptação estão de alguma forma dificultados devido à 

passagem contínua de um novo soluto fisiológico. 

Na câmara de perfusão foram colocadas duas lamelas de vidro de 2 cm de 

diâmetro contendo as células cromafins de murganho. A câmara de perfusão foi 

colocada num banho de água a 37 ºC e as células perfundidas a 0,7 ml/min com 

Tampão de Krebsiii, pH 7,4. Após 90 minutos de estabilização, de minuto a minuto 

foram colhidas amostras para dosear catecolaminas (NA e AD). Para evitar a 

degradação das catecolaminas, as amostras foram recolhidas para tubos contendo 

HClO4 (0,4 M de concentração final) e rapidamente congeladas e mantidas a -80 ºC 

até ao seu doseamento. No final da experiência, as células na lamela de vidro 

foram recuperadas por raspagem de modo a dosear o conteúdo intracelular de 

catecolaminas em tubos contendo 0,4 M de HClO4. As amostras foram congeladas 

a –80 ºC até se proceder ao seu doseamento. Após descongelação as amostras 

foram sonicadas com o objectivo de lisar completamente as células e os grânulos 

citoplasmáticos, e centrifugadas a 14 000 r.p.m durante 8 minutos a 4 ºC. 

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

descreve no ponto 2.3. 

 

                                                 
iii Tampão Krebs: 111 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2; 4,7 mM KCl; 1,2 mM MgSO4; 1,2 mM KH2PO4; 24,8 mM 
NaHCO3; 11,1 mM glucose; 15 mM Hepes, pH 7,4 
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2.2.2 Experiência de libertação em placas 

Para as experiências de libertação em placas, as células cromafins humanas e de 

murganho foram cultivadas em placas de cultura de 48 poços. Determinou-se a 

quantidade de catecolaminas (NA e AD) e NPY libertada durante 10 minutos, na 

ausência ou na presença dos diferentes compostos a testar. 

Após 3 dias em cultura, realizaram-se as experiências de libertação em células 

cromafins humanas e de murganho. As células foram lavadas 2 vezes com o 

Tampão Krebs, pré-incubadas durante 20 minutos com o mesmo tampão e 

posteriormente incubadas na presença de diferentes fármacos. Após 10 minutos, o 

meio de libertação foi transferido para tubos Eppendorf mantidos no gelo e 

centrifugado (800 r.p.m; 7 minutos; 4 ºC) para eliminar possíveis células que 

tenham sido recuperadas juntamente com o meio de incubação. Para o 

doseamento de catecolaminas, o meio de incubação foi recuperado para um tubo 

com 0,4 M de HClO4 e congelado até se proceder ao seu doseamento. Para o 

doseamento de NPY, o meio de incubação foi recolhido em tubos Polysorp (Nunc®) 

contendo 5 % de Tween 20 (v/v) e 0,4 M de EDTA por cada ml de líquido recolhido. 

No final da experiência, as células de cada poço foram raspadas para se dosear o 

conteúdo intracelular de catecolaminas e NPY. No doseamento de catecolaminas, 

as células foram recuperadas em 0,4 M de HClO4, enquanto que para o 

doseamento do NPY as células foram recuperadas em Tampão Krebs contendo 

0,08 % de Tween 20 e 50 mM de EDTA. Em ambos os casos, a suspensão de 

células foi congelada até se proceder ao seu doseamento. Antes de se realizar o 

doseamento, as amostras foram descongeladas, sonicadas e centrifugadas a 15 

000 r.p.m durante 8 minutos a 4 ºC. O Tampão Krebs usado em todas as 

experiências de libertação de NPY continha 0,001 % de Tween 20 com a função de 

evitar que o NPY cole às paredes das superfícies expostas. 

A quantidade de catecolaminas (NA e AD) e NPY libertada e o respectivo conteúdo 

intracelular foram doseados por HPLC e ELISA, respectivamente, como se 

descreve no ponto 2.3 e 2.4. A quantidade de catecolaminas e NPY libertada é 

expressa em % do conteúdo intracelular e o efeito dos fármacos de cada 

experiência como % em relação ao basal (incubação com Tampão Krebs). 
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2.3 Separação e doseamento de catecolaminas (NA e AD) 

A separação e o doseamento de catecolaminas (NA e AD) foram realizados por 

HPLC com detecção electroquímica. Esta técnica baseia-se numa reacção de 

oxidação-redução que ocorre na superfície do eléctrodo de trabalho do detector 

electroquímico. Nesta reacção de oxidação-redução, as catecolaminas são 

convertidas em quinonas formando-se uma corrente eléctrica que é proporcional à 

quantidade de catecolaminas presente na amostra ou no padrão. A energia 

necessária para iniciar ou aumentar esta reacção electroquímica é dada pela 

diferença de potencial entre o eléctrodo de referência e o eléctrodo de trabalho do 

detector electroquímico.  

Os conteúdos intracelulares obtidos das libertações em placas e em perfusão foram 

injectados directamente no HPLC. As amostras recolhidas da incubação, e que 

correspondem ao conteúdo libertado, foram previamente extraídas com alumina 

activada. 

 

2.3.1 Processo de extracção de catecolaminas pelo método da alumina 

A cada amostra adicionou-se 20 mg de alumina e 500 pg de padrão interno, 

dihidroxibenzilamina (DHBA, Sigma), o pH foi ajustado a 8,6 com 1 M Tampão Tris 

com 2 % de EDTA (p/v), e para evitar a oxidação das catecolaminas, foi adiconado 

5 mM metabissulfito. Após 15 minutos de agitação e 2 minutos de centrifugação (14 

000 r.p.m, 2 minutos), a alumina foi lavada 3 vezes com 1 ml de água. As 

catecolaminas foram eluídas da alumina em 120 µl de uma mistura de 0,2 M ácido 

acético e 0,04 M ácido fosfórico (v/v) com agitação durante 15 minutos. Após 

centrifugação (10 000 r.p.m, 5 minutos), injectou-se 100 µl do eluato no sistema de 

HPLC. As catecolaminas eluídas na fase móveliv foram separadas por 

cromatografia utilizando uma coluna de octadecilsilano de 4 µM, com 75 mm/4 mm 

(Merck Supersphere 100 RP18) e o HPLC Gilson ligado a um detector 

electroquímico (ESA Coulochem II, modelo 5100A). Neste sistema, a amostra foi 

inicialmente sujeita a um potencial de +300 mV na Célula de Condicionamento, 

                                                 
iv Fase móvel: 50 mM fosfato de sódio, 50 mM acetato de sódio, 0,5 mM SDS, 0,4 mM EDTA, 12 % 
acetonitrilo, pH=3,2 
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depois no primeiro eléctrodo da Célula Analítica a um potencial de +600 mV e 

finalmente, num segundo eléctrodo da célula analítica, a um potencial de –600 mV. 

Estas diferenças de potenciais permitiram reduzir as catecolaminas. O sinal 

resultante desta redução, depois de amplificado, foi transmitido a um computador 

com o “software” de cromatrografia da Gilson modelo 712, e a análise foi feita num 

“software” modelo 715. A identificação e calibração dos picos obtidos nos 

cromatogramas foi feita por injecção de padrões com quantidades conhecidas de 

NA e AD. O limite de detecção para NA e AD foi de 0,125 pmol. 

 

2.4 Doseamento do NPY 

Para determinar a concentração de NPY utilizou-se um sistema de ELISA 

(“Enzimatic Linked Immuno Sandwich Assay”; ensaio imunoenzimático em 

“sandwich”) com dois anticorpos (NPY02 e NPY05), como descrito por Grouzmann 

et al., (1992) com algumas modificações[181]. Cada poço da microplaca de 96 poços 

Polysorp da Nunc® foi revestido com 130 ng (100 µl) do anticorpo monoclonal NPY 

02, diluído em 50 mM Tampão Tris, a pH 7,5 durante 16 h a 4 ºC. As placas foram 

lavadas 3 vezes com Tampão Tris-Tween (50 mM Tris a pH 7,5 com 0,08 % de 

Tween 20), e os poços revestidos com 200 µl de uma solução 5 % de leite 

desnatado em tampão Tris-Tween. Após 4 lavagens com o Tampão Tris-Tween 

foram adicionados 100 µl das soluções padrão de NPY (curva de calibração) e as 

respectivas amostras a analisar, seguindo-se um período de incubação de 16 horas 

à temperatura ambiente sob agitação suave. Após 4 lavagens com Tampão Tris-

Tween incubou-se durante 7 horas à temperatura ambiente com 100 µl do segundo 

anticorpo, NPY05 (6 µg/ml) ligado à fosfatase alcalina. Após 2 lavagens com 

Tampão Tris com 0,25 % de Tween 20 e 2 lavagens com tampão Tris com 0,88% 

de NaCl adicionou-se a cada poço 50 µl de substrato (solução de NADPH do “kit” 

de amplificação de ELISA, Immunoselect Kit, Gibco, Life Technologies, USA). Após 

45 minutos de incubação, adicionou-se 50 µl do amplificador (mistura de 

desidrogenase do etanol e diaforase, “kit” de amplificação de ELISA) e a leitura de 

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

As células cultivadas em placas de cultura de 24 poços foram lavadas 2 vezes, e 

lisadas a 4 ºC com um Meio de lisev suplementado com 100 µM fluoreto de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM ditiotreitol, 1 µg/ml quimostatina 1 mg/ml 

leupeptina, 1 mg/ml antiparina, 1mg/ml ortovanadato, 5 mg/ml pepstatina A, pH 7,4. 

Qualquer um dos inibidores usados serviu para impedir a degradação proteica e a 

fosforilação. A concentração de proteína foi determinada pela técnica de Bradford 

da Biorad, onde foi adicionado a cada uma das amostras uma solução 

desnaturantevi o soro de albumina bovina (BSA) foi usado para a realizar a curva-

padrão e as amostras foram aquecidas durante 5 minutos a uma temperatura de 95 

ºC. Para a visualização da proteína total foram usados 30 µg de proteína, enquanto 

para a proteína fosforilada foram necessárias 90 µg de proteína. 

Os extractos celulares foram separados por electroforesevii em gel com 10 % 

poliacrilamida em condições desnaturantes, na presença de SDS (SDS-PAGE). 

Para análise por imunodetecção, as proteínas foram transferidas do gel de 

poliacrilamida para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVD) previamente 

activadas com metanol, pela técnica de electrotransferênciaviii, durante 90 minutos 

a 500 mA, a 4ºC. As membranas foram depois bloqueadas durante 1 hora com 5 % 

(p/v) de leite desnatado com 0,1 % Tween 20 em PBS (que designaremos por TBS-

T) e incubadas durante 90 minutos à temperatura ambiente, ou durante a noite a 4 

ºC, com o anticorpo primário, diluído em 1 % (p/v) de leite desnatado em TBS-T. As 

membranas foram depois lavadas durante 30 minutos com uma solução de 0,5 % 

(p/v) de leite desnatado em TBS-T e incubadas durante 30 minutos à temperatura 

ambiente com o anticorpo secundário marcado com a fosfatase alcalina, diluído a 1 

% (p/v) de leite desnatado em TBS-T. De seguida, as membranas foram lavadas 

com PBS-T e reveladas com o sistema ECF (“Enhanced Chemifluorescence”, 

Quimiofluorescência melhorada; Amersham Life Sciences). A análise e 

                                                 
v Meio de lise: 50 mM KCl, 50 mM PIPES, 10 mM EGTA, 2 mM, MgCl2, 0,5% Triton X-100. 
vi Solução desnaturante: 0,5 M Tris, 30 % glicerol, 10 % SDS, 0,6 M DTT, 0,0012 % de azul de 
bromofenol. 
vii Solução electroforese: 0,2 M Tris, 1 M Bicina, 0,017 M SDS, pH=8,3 
viii Solução de electrotransferência: 0,5 % NAOH 2 M, 10 % Metanol, pH= 11 
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quantificação da imunorreactividade foi realizada por análise densitométrica usando 

o sistema Quantity One (Biorad). 

 

2.6 Medição da actividade do promotor da Hidroxilase da tirosina 

2.6.1 Cultura celular da linha celular SK-N-MC 

A linha celular SK-N-MC deriva de um neuroblastoma humano e é constituído por 

células que expressam o receptor Y1 do NPY
[264, 476]. As células foram cultivadas no 

Meio DMEM suplementado com 10 % FCS (Biochrom), 10 mM Hepes, 1 % de 

aminoácidos não essenciais, 50 U/ml de penicilina e 50 µg/ml de estreptomicina. As 

células com morfologia semelhante a fibroblastos formam monocamadas e foram 

mantidas a 37 ºC com 5 % de CO2 e 95 % de O2. 

 

2.6.2 Transfecção por electroporação das células SK-N-MC 

A electroporação consiste na aplicação de pulsos eléctricos que provocam a 

abertura de poros na membrana plasmática, permitindo a entrada do ADN, presente 

no meio de electroporação, nas células. 

As células SK-N-MC foram transfectadas por electroporação com um plasmídeo 

(pKS-L) contendo o gene luciferase (Figura 2.1), isolado do pirilampo Photinus 

pyralis, que codifica a luciferase sob o controlo de uma fracção de 775 pares de 

bases do gene da TH humana (-774 até ao local de iniciação CTG). Este plasmídeo 

foi cedido pelo Dr. Faucon Biguet, CNRS, Hôpital Pitie-Salpetriece, Paris. Por cada 

5x106 células SK-N-MC num Meio de cultura completo (DMEM suplementado com 

10 % de FCS, 10 mM HEPES e 1 % de aminoácidos não essenciais) foram 

transfectados 10 µg de ADN plasmídico a uma voltagem de 280 V e com a 

capacitância de 960 µF usando o aparelho de electroporação (BioRad GenePulser). 

A eficiência de transfecção variou de 50 a 70 % e foi avaliada por citometria de fluxo 

fluorescente (FACS), em células que foram electroporadas nas mesmas condições, 

mas com um plasmídeo que contém GFP (proteína verde de fluorescente). As 

células foram mantidas em caixas de Petri de 100 mm e, ao fim de 24 h, as células 

foram cultivadas em placas de 48 poços com uma densidade de 1x105 por poço 
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num meio com DMEM, suplementadas com 2 % de FCS. Ao fim de 24 h, as células 

foram incubadas com diferentes compostos (Figura 2.2). Para impedir que o NPY 

se colasse ao plástico o meio de cultura foi suplementado com 0,2 % de FCS e 

0,0001 % de Tween 20.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1 - Representação esquemática do plasmídeo usado na transfecção de células 
SK-N-MC.  
 

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

 

 

2.6.3 Actividade da luciferase 

A actividade da luciferase foi determinada usando um “kit” luciferase (Promega, 

Madison, USA). As células que foram cultivadas nas placas de 96 poços e lavadas 

2 vezes com PBS. Após a adição de 100 µl de Tampão de liseix, as células 

equilibraram à temperatura ambiente durante 15 minutos, foram raspadas e a 

suspensão foi colocada em tubos de Eppendorf e sujeitas a um vortex de 10-15 

segundos. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 12 000 r.p.m durante 2 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf, e as 

amostras foram armazenadas a -80 ºC. 

                                                 
ix Tampão de lise: 25 mM Tris-fosfato (pH 7,8), 2 mM DTT, 2 mM ácido tetraacético-1,2 
diaminociclohexano, 10 % glicerol, 1 % Triton X-100 
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Para se proceder à leitura da actividade da luciferase num luminómetro, adicionou-

se 20 µl do sobrenadante a 100 µl da mistura tampão que contém o substrato da 

luciferase e a leitura foi realizada durante 1 minuto (Figura 2.2). 

 

      A 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

      

      B 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2 - Representação esquemática do protocolo experimental.  
 

A) Representação da experiência por períodos de tempo. As células SK-N-MC são transfectadas com 
plasmídeo que contém o gene da luciferase e o promotor da TH (Dia 1), e permanecem 24h em repouso 
a 37 ºC. No Dia 2 as células são mantidas em placas de cultura de 48 poços com Meio de cultura 
suplementado com 1 % de FCS. No Dia 3 as células são incubadas com forscolina (tempo=0), e 10 
minutos antes com o NPY. Após 6 h de incubação (a contar desde o tempo 0), mede-se a actividade da 
luciferase. B) Representação esquemática do modelo experimental. A incubação das células SK-N-MC 
com a forscolina induz a activação da adenilciclase (AD) com a consequente produção de AMPc, que 
activa a PKA, e a consequente fosforilação da proteína com afinidade para o elemento de resposta ao 
AMPc (CREB). O CREB, por sua vez, activa o local de ligação de CREB (CRE) que, por sua vez, ao 
activar o promotor da TH, induz a expressão e transcrição do gene da luciferase. Quando se adiciona o 
substracto da luciferase, a luciferina, a reacção enzimática é traduzida com emissão de luz que se 
detecta num luminómetro.  
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2.7 Imunohistoquímica da glândula supra-renal 

A glândula supra-renal foi fixada durante a noite no Tampão Formol com 10 % de 

PBS. Após o proceso de fixação os vários fragmentos do tecido foram imersos em 

etanol 100% durante 1 h (5 vezes) seguido de imersão Xilol por 3 vezes durante 

uma hora. Finalmente, os fragmentos de tecido foram embebidos em Histosec® 

durante 4 horas. Em seguida, os fragmentos de tecido foram embebidos em 

parafina e realizaram-se cortes de 3 µm de espessura que foram colocados em 

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

 

As fatias de 3 µm de espessura foram incubadas durante 2 minutos com Xilol, 

etanol 100 %, etanol 95 % e etanol 70 %. De seguida foram lavadas com água e 

PBS durante 2 minutos. Uma vez desparafinadas e hidratadas, as fatias foram 

tratadas durante 15 minutos com peroxidase de hidrogénio em 0,1 M de PBS e 

lavadas três vezes com PBS durante 10 minutos cada. As fatias foram incubadas 

com um tampão de 0,1 M PBS com 0,25 % de Triton X–100. Posteriormente foram 

incubadas com a solução de anticorpo primário contra a TH (1:1000, Chemicon) ou 

contra a NOS (1:100, Zymed) em 0,1 M PBS com 0, 5 % de Triton X -100 e NGS 

(soro normal de cabra) durante noite a 4 ºC. Após três lavagens à temperatura 

ambiente com 0,1 M PBS com 2 % de NGS, as fatias foram incubadas durante 1 

hora também à temperatura ambiente, com uma solução de imunoglobulinas contra 

coelho biotiniladas (1:200, Dako, Copenhaga, Dinamarca), numa solução de 0,1M 

PBS, 0,25 % Triton X-100 e 2 % de NGS. As fatias foram lavadas três vezes com 

PBS 0,1 M e incubadas durante 1 hora com o substrato de peroxidade, DAB 

(solução de tetrahidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). Após 3 lavagens com 0,1 M PBS, as fatias foram coradas 

com o sistema de avidina-biotina-peroxidade. As secções foram analisadas num 

Microscópio Axiovert 200 e as imagens adquiridas com um Microscópio óptico 

(Zeiss Axioshop 2 Plus), acoplado a uma câmara digital (Axiocam HRc). 
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3.1 Introdução 

As células cromafins são células neuroendócrinas especializadas na síntese, 

armazenamento e libertação de catecolaminas (em especial a AD e a NA). O NPY, 

como já foi referido anteriormente, é co-armazenado e co-libertado com as 

catecolaminas e induz a libertação de catecolaminas pelas células cromafins de 

murganho e humanas[73, 76]. As células cromafins de murganho possuem RNAm para 

os receptores do NPY do tipo Y1, Y2 e Y5, e o efeito estimulador do NPY na 

libertação de catecolaminas nestas células não é observado quando se utilizam 

células cromafins de murganhos “knock-out” para o receptor Y1
[73]. Como já foi 

descrito na introdução geral (Capítulo 1), a activação do receptor Y1 está acoplada 

a vários mecanismos de sinalização intracelular como o aumento da [Ca2+]i e a 

inibição da adenilciclase, resultando na diminuição da produção de AMPc e 

consequentemente na inibição da PKA[1, 76, 203, 318]. Para além destas vias, a activação 

do receptor Y1 leva à activação da PLC, PKC e das MAPK
[106, 202, 300, 315, 340, 342]. Por outro 

lado, a activação das PKC e das MAPK está ainda associada à libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins[96, 97, 417, 433, 460]. 

Diversos trabalhos sugerem que o NO modula a libertação de catecolaminas pelas 

células cromafins de várias espécies[308, 358, 414, 482]. Já foi sugerido que o NPY induz a 

produção de NO noutros tipos de células, sugerindo que o NO poderá constituir um 

modulador da função do NPY[114]. 

 

Assim, os objectivos deste capítulo são: 1) investigar quais os mecanismos 

intracelulares que estão acoplados à activação do receptor Y1 e que estimulam a 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins de murganho; 2) estudar a 

função do NO na libertação de catecolaminas pelas células cromafins de murganho 

quando o NPY activa o receptor Y1.  
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3.2 Resultados 

3.2.1 O NPY aumenta a libertação de catecolaminas através da activação do 

receptor Y1 e de uma forma dependente de Ca
2+ 

Quando as células cromafins de murganho foram incubadas com NPY (100 nM), 

observou-se um aumento para 243,4±13,9 % e 228,98±15,7 % na libertação de NA 

e AD, respectivamente, em relação à libertação basal (Figura 3.1). O antagonista do 

receptor Y1, BIBP 3226 (1 µM), diminuiu a libertação de catecolaminas estimulada 

pelo NPY (Figura 3.1), indicando que o efeito estimulador do NPY ocorre por 

activação do receptor Y1. Por outro lado, o efeito estimulador do NPY na libertação 

de catecolaminas nas células cromafins de murganho foi igualmente inibido quando 

as células foram incubadas com um tampão Krebs sem Ca2+ (Figura 3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3.1 - Nas células cromafins de murganho o NPY induz a libertação de 
catecolaminas através do receptor Y1 num processo dependente de Ca

2+. 
 

As células foram incubadas com NPY (100 nM) durante 10 minutos na presença ou na ausência do 
antagonista do receptor Y1, BIBP 3226 (1 µM), ou num tampão Krebs sem Ca

2+. As catecolaminas foram 
quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são 
expressos como a percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 
experiências de culturas de murganho; cada condição foi realizada em triplicado. ***p<0,001 comparado 
com a libertação basal; +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM). ANOVA de duas vias, post-hoc. 
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3.2.2 A libertação de catecolaminas estimulada pelo NPY depende da 

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

Para estudar algumas das vias de transdução mais frequentemente acopladas à 

activação do receptor Y1 e ao processo de libertação de catecolaminas, testaram-se 

os inibidores das seguintes cinases: MAPK, PKA e PKC. Na presença do inibidor da 

MAPK (PD 98059, 50 µM), o efeito estimulador do NPY na libertação de NA e AD 

foi inibido em 64,7±17,9 % e 59,7±8,5 %, respectivamente (Figura 3.2). Do mesmo 

modo, o inibidor da PKC inibiu 100±4,6 % e 71,02±15,9 % o efeito estimulador do 

NPY na libertação de NA e AD, respectivamente (Figura 3.2). No entanto, o inibidor 

da PKA (H89, 1 µM) não alterou a libertação de catecolaminas estimulada pelo NPY 

(100 nM) (Figura 3.2). Os inibidores das MAPK, PKA e PKC, por si só, não 

alteraram a libertação não-estimulada de catecolaminas (resultados não 

apresentados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 3.2 - Papel da inibição das MAPK, da PKA e da PKC na estimulação da 
libertação de catecolaminas induzida pelo NPY.  
 

As células foram incubadas durante 10 minutos com NPY (100 nM) na presença dos inibidores das 
MAPK (PD 98059, 50 µM), da PKA (H89, 1 µM) ou da PKC (bisindolilmaleimida, 1 µM). As catecolaminas 
foram quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são 
expressos como percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 
experiências de culturas de murganho; cada condição foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 
comparado com a libertação basal; +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM). ANOVA de duas vias, 
post-hoc 
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3.2.3 A via NO-GMPc modula a libertação de catecolaminas estimulada pelo 

NPY, num processo dependente da PKC 

O papel do NO na libertação de catecolaminas estimulada pelo NPY foi investigado 

incubando as células cromafins com um inibidor da NOS, o L-NAME (500 µM). O L-

NAME inibiu a libertação de NA e AD estimulada pelo NPY em 40,5±14,9 % e 

42,3±20,3 %, respectivamente (Figura 3.3). Quando as células cromafins de 

murganho foram incubadas com o dador externo de NO, NOC-18 (100 µM), 

verificou-se um aumento de 255,3±17,5 % e 251,1±21,1 % na libertação de NA e 

AD respectivamente, em relação à libertação basal. Na presença de um inibidor da 

guanidil ciclase (GC, ODQ, 50 µM) verificou-se uma diminuição do efeito 

estimulador do NOC-18 e do NPY na libertação de catecolaminas. O ODQ inibiu 

37,4±11,5 % e 39,8±11,1 % a libertação de NA e AD estimulada pelo NPY, e 

63,3±6,7 % e 59,7±10,7 % a libertação de NA e AD estimulada pelo NOC-18 

(Figura 3.3). O D-NAME (500 uM), esterioisómero inactivo do L-NAME, o L-NAME e 

o ODQ não alteraram a libertação basal de catecolaminas (resultados não 

apresentados). 

Estudou-se ainda, o envolvimento das cinases MAPK, PKA e PKC na libertação de 

catecolaminas estimulada pelo NO. Os inibidores das MAPK e da PKA não 

alteraram a libertação de catecolaminas estimulada com NOC-18 (100 µM) (Figura 

3.4). No entanto, o inibidor da PKC diminuiu significativamente a libertação de 

catecolaminas estimuladas por NOC-18, sugerindo que o NO pode activar a PKC. 

Para comprovar esta hipótese, as células foram incubadas com activador da PKC, o 

PMA (200 nM). Verificou-se que o PMA aumentou 219,1±18,6 % e 209,8±13,2 % a 

libertação de NA e AD respectivamente. O L-NAME não alterou a libertação de 

catecolaminas estimulada pelo PMA (Figura 3.4). 
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Figura 3.3 - O papel do NO e do GMPc na libertação de catecolaminas estimuladas pelo 
NPY em células cromafins de murganho  
 

As células foram pré-incubadas durante 15 minutos com os inibidores da NOS (L-NAME, 500 µM) ou da 
GC (ODQ, 50 µM), e depois incubadas durante 10 minutos com os inibidores na presença de NPY (100 
nM). As células foram estimuladas por um dador externo de NO (NOC-18, 100 µM) na presença ou na 
ausência de ODQ (50 µM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como está descrito no 
capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como percentagem de libertação em 
relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 experiências de culturas de murganho; cada condição foi 
realizada em triplicado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertação basal; +p<0,05 e 
++p<0,01, +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM); ###p<0,001 comparado com NOC-18 (100 µM). 
ANOVA de duas vias, post-hoc. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 3.4 - As vias de transdução de sinal envolvidas na libertação de catecolaminas 
estimuladas pelo dador de NO (NOC-18). 
 

As células cromafins de murganho foram incubadas durante 10 minutos com NOC-18 (100 µM), na 
presença de inibidores das MAPK (PD 98059, 50 µM), da PKA (H89, 1 µM) e da PKC 
(bisindolilmaleimida I, 1 µM). As células foram incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM) per se, ou 
na presença do inibidor da NOS (L-NAME, 500 µM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, 
como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a 
percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 experiências de culturas de 
murganho; cada condição foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertação 
basal; +p<0,05 comparado com NOC-18 (100 µM). ANOVA de duas vias, post-hoc. 
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3.3 Discussão  

Os resultados deste capítulo mostram que o antagonista do receptor Y1, BIBP 3226, 

inibiu o efeito estimulador do NPY na libertação de catecolaminas pelas células 

cromafins de murganho. Estes resultados estão de acordo com resultados 

apresentados por Cavadas et al. (2006), onde se verificou que o NPY estimula a 

libertação de catecolaminas de células cromafins de murganho isoladas de 

glândulas supra-renais de murganhos normais, Y1+/+. Contudo não se obteve o 

mesmo efeito em células cromafins de murganho isoladas de murganhos knock-out 

para o receptor Y1 (Y1-/-)
[73]. Estes resultados demonstram que, em células 

cromafins de murganho, o NPY induz a libertação de catecolaminas através da 

activação do receptor Y1. Nesse mesmo estudo verificou-se que a actividade da TH 

nas glândulas supra-renais Y1-/- é superior à actividade da mesma enzima nas 

glândulas de murganhos Y1+/+, sugerindo um possível envolvimento do receptor Y1 

na síntese de catecolaminas. Uma vez que a síntese e a libertação de 

catecolaminas são dois fenómemos associados à regulação do conteúdo 

intracelular de catecolaminas, estes resultados sugerem que o receptor Y1 regula e 

contribui para a homeostase do conteúdo intracelular de catecolaminas nas 

glândulas supra-renais de murganho. Outros trabalhos demonstraram que, em 

células cromafins bovinas, o NPY regula a homeostase do conteúdo intracelular de 

catecolaminas, tendo no entanto um efeito diferente. Nestas células o NPY tem um 

efeito inibitório na libertação de catecolaminas e na actividade da TH[518]. Por outro 

lado, também nas células cromafins bovinas, o NPY inibe a produção de AMPc e, 

consequentemente, a actividade da PKA[520].  

Um dos principais mensageiros intracelulares envolvidos na exocitose das células 

cromafins, a exocitose, é o Ca2+ que entra pelos VOCCs da membrana 

plasmática[120, 162]. Diferentes segretagogos das células cromafins, como a leptina, a 

angiotensia II ou a histamina activam diferentes VOCCs com a consequente 

estimulação da libertação de catecolaminas[73, 347, 447]. Neste capítulo também se 

observou que a remoção do Ca2+ extracelular diminui o efeito estimulador do NPY 

na libertação de catecolaminas, induzido pela activação dos receptores Y1. Apesar 

da relação entre a activação do receptor Y1 e o aumento do Ca
2+ intracelular nestas 

células ainda não ter sido investigado, vários estudos utilizando outros tipos de 
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celulas descrevem que a activação do receptor Y1 induz um aumento de [Ca
2+]i

[1, 76, 

107, 318, 477]. Para além do papel do Ca2+ na exocitose, este ião pode ainda regular a 

síntese de catecolaminas, uma vez que activa a CaMKII levando à activação da TH 

por fosforilação do resíduo Ser19 [467].  

Tendo como base as vias de sinalização mais frequentemente acopladas à 

activação do receptor Y1, este trabalho foi direccionado para esses mecanismos e, 

para isso, avaliou-se o efeito de inibidores de diferentes cinases na libertação de 

catecolaminas. Verificou-se que o NPY estimula a libertação de catecolaminas 

através de um mecanismo dependente das MAPK e da PKC. No entanto, o inibidor 

da PKA não altera significativamente o efeito estimulador do NPY, o que sugere que 

a PKA não está envolvida neste mecanismo intracelular. 

Apesar da activação do receptor Y1 estar normalmente associada a uma inibição da 

adenilciclase[1, 313], vários estudos demonstraram que o NPY, per se, não tem 

qualquer efeito na acumulação de AMPc[380]. Em células cromafins bovinas e 

humanas observou-se que o NPY inibe a acumulação de AMPc induzida pela 

forscolina, mas que não tem qualquer efeito em células que não foram previamente 

estimuladas com forscolina[76, 519]. Estas observações poderão explicar os resultados 

apresentados neste capítulo, em que o inibidor de PKA não alterou a libertação de 

catecolaminas nas células cromafins de murganho estimulada pelo NPY.  

A relação entre a activação do receptor Y1 a activação das MAPK foi já 

demonstrada em diferentes tipos de células[81, 233, 300]. Por outro lado está, ainda, 

descrita uma relação entre a activação das MAPK e a libertação de catecolaminas 

pelas células cromafins bovinas[97, 140], onde se observou que o inibidor das MAPK 

induziu uma inibição do efeito estimulador da nicotina e do KCl na libertação de 

catecolaminas[97]. Assim sendo, estas evidências estão de acordo com os resultados 

apresentados mostrando que em células cromafins de murganho as MAPK estão 

envolvidas na libertação de catecolaminas induzida pela activação do receptor Y1. 

Para além das MAPK, verificou-se que a activação do receptor Y1 e a estimulação 

da libertação de catecolaminas em células cromafins de murganho ocorre via um 

mecanismo dependente da PKC. A activação do receptor Y1 e a consequente 

activação da PKC já foi descrita noutros tipos de células[110, 192, 416]. Além disso, foi 

também sugerido que a activação da PKC regula a libertação de catecolaminas nas 



Capítulo 3___ 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

80 

células cromafins de outras espécies[296, 306, 417, 425, 448, 452, 493]. Apesar de ainda 

controverso, existem alguns estudos que demonstram que a activação da PKC 

estimula a libertação de catecolaminas pelas células cromafins bovinas, de rato, de 

porco e ainda nas células PC12, induzindo um aumento do influxo de Ca2+, e 

consequentemente promovendo a exocitose[296, 306, 417, 425, 448, 452, 493]. Para além disso, a 

PKC está ainda envolvida no processo de recrutamento dos grânulos cromafins 

para a membrana plasmática e a sua fusão com a membrana plasmática e a 

consequente exocitose[257]. 

Neste trabalho demonstrou-se que o NO é um mensageiro intracelular entre a 

activação do receptor Y1 e a activação da PKC. Além disso, o efeito estimulador da 

activação do receptor Y1 é inibido por inibidores de NOS, o L-NAME, bem como 

pelo inibidor da GC, o ODQ. Estes resultados sugerem que a activação da via NO-

GMPc é importante na regulação da libertação de catecolaminas pelo NPY. O papel 

regulador do NO na libertação de catecolaminas pelas células cromafins de 

murganho foi ainda confirmado, uma vez que a estimulação das células cromafins 

de murganho com NOC-18 (dador externo de NO) tem um efeito estimulador na 

libertação de catecolaminas semelhante ao induzido pelo NPY nas células 

cromafins de murganho. De uma forma semelhante ao que foi observado para o 

efeito do NPY, a inibição da PKC inibiu o efeito estimulador do NOC-18 na 

libertação de catecolaminas. A estimulação directa da PKC com o éster de forbol, o 

PMA, levou a um aumento na libertação de catecolaminas que não foi inibido pelo 

inibidor da NOS. Estas evidências sugerem que a PKC é activado pela produção de 

NO. Por outro lado, o inibidor das MAPK não alterou o efeito estimulador do NOC-

18 na libertação de catecolaminas. Estes resultados, conjuntamente, indicam que a 

libertação de catecolaminas estimulada pelo NPY ocorre através da activação das 

MAPK de uma forma independente da via NO-GMPc e da PKC.  

O papel do NO como activador da PKC foi anteriormente demonstrado noutros 

sistemas, nomeadamente em modelos de coração, onde o NO activa a PKC[281, 375]. 

Outros estudos sugerem que o NO funciona como um mediador intracelular da 

activação do receptor Y1. Em ratos modelos de isquémia-reperfusão, quando o NPY 

é injectado i.c.v. ocorre um aumento dos neurónios marcados positivamente para a 

nNOS, um aumento da actividade da nNOS e da produção de NO[85, 86]. Estes efeitos 
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foram inibidos na presença do antagonista do receptor Y1, o BIBP 3226
[85, 86]. Este 

papel do NO como modulador dos efeitos do NPY foi ainda demonstrado noutro 

estudo em que o NPY tem um efeito vasodilator através da activação do receptor 

Y1, e este efeito é inibido na presença da L-NAME
[341]. Finalmente, outros estudos 

demonstram uma relação entre a produção de NO e a libertação de catecolaminas 

pelas células cromafins. Na verdade, em células cromafins bovinas e de truta-

francesa o NO activa a GC e funciona como um modulador da libertação de 

catecolaminas[308, 358, 359, 482]. 

Como conclusão final, nas células cromafins de murganho, o NPY estimula a 

libertação de catecolaminas através da activação do receptor Y1, de uma forma 

dependente de Ca2+, através da activação das MAPK e ainda através da produção 

do NO. Neste modelo, o NO funciona como o mensageiro intracelular responsável 

pela activação da GC e da PKC (Figura 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5 - As vias de sinalização intracelular acoplados à activação do receptor Y1 e à 
estimulação da libertação de catecolaminas pelas células cromafins de murganho.  
 

Quando o receptor Y1 é activado há um aumento da [Ca
2+]i e uma activação das MAPK estimulando a 

libertação de catecolaminas. Por outro lado, a activação do receptor Y1 vai ainda activar a produção de 
NO que, por um lado, activa a PKC e, por outro, activa a GC, sendo estes factores que regulam a 
exocitose 
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4.1 Introdução 

O efeito do NPY nas células cromafins é ainda controverso, mas como referido no 

capítulo anterior, nas células cromafins de murganho, o NPY aumenta a libertação 

de catecolaminas através da activação do receptor Y1. Por outro lado, nas células 

cromafins de murganho isoladas de animais Y1-/-, o NPY não altera a libertação de 

catecolaminas, o que sugere o envolvimento do receptor Y1 no efeito estimulador do 

NPY na libertação de catecolaminas das células cromafins de animais controlo[73] 

(Figura 4.1). A TH é a enzima limitante na síntese de catecolaminas cuja regulação 

está dependente da activação de vários locais de ligação dos factores de 

transcrição, como é o caso de CRE, GRE ou mesmo do AP1[191, 274, 331], e a sua 

actividade depende da fosforilação de alguns do seus resíduos de serina (ver 

revisões [124, 270]). 

As células isoladas de animais Y1-/- apresentam o conteúdo intracelular de 

catecolaminas e a libertação basal de catecolaminas maior do que em animais 

Y1+/+. Por outro lado, a actividade da TH nas glândulas supra-renais de animais Y1-

/- está aumentada comparativamente com a actividade desta enzima nas glândulas 

de animais controlo Y1+/+
[73] (Figura 4.1). Estas evidências sugerem que o receptor 

Y1 poderá regular a enzima TH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4.1 - Representação esquemática do efeito no NPY células cromafins de animais que 
não possuem o receptor Y1 (Y1-/-) e animais normais (Y1+/+).  
 

As células cromafins dos animais knock–out Y1-/- libertam mais  catecolaminas e a actividade da TH é 
maior comparado com os animais controlo Y1+/+. (esquema baseado nas resultados da publicação 

[73]). 
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Assim, os objectivos deste capítulo foram: 1) avaliar se ocorre uma interacção 

molecular entre a TH e o receptor Y1; 2) investigar possíveis cinases envolvidas na 

activação do promotor da TH pela activação do receptor Y1. Para isso, transfectou-

se uma linha celular derivada de neuroblastoma, SK-N-MC, que apenas expressa o 

receptor Y1 do NPY
[147, 264, 423, 476] com um plasmídio que possui uma região do 

promotor da TH acoplado ao gene da luciferase. Este fragmento contém a maioria 

dos locais de ligação dos factores de transcriçao, incluindo o AP1, o GRE e o CRE, 

que, como já foi referido, são importantes reguladores da trancrição de TH[273]. A 

actividade da luciferase foi medida pela intensidade de luz emitada aquando da 

adição do substrato da enzima da luciferase, a luciferina. A actividade de luciferase 

traduz a activação do promotor da TH (ver Capítulo 2 – Material e Métodos). 

 

4.2 Resultados 

4.2.1 O NPY, activando o receptor Y1, regula o efeito da forscolina na activação 

do promotor da TH 

A linha celular SK-N-MC, depois de transfectada com o promotor do gene da TH 

acoplado ao gene da luciferase, foi incubada durante 6 h com diferentes 

concentrações de forscolina. A forscolina aumentou a actividade da luciferase, 

devido à activação do promotor da TH, de uma forma dependente da concentração 

(CE50 = 1,4±0,1 µM) (Figura 4.2).  
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Figura 4.2 - Activação do promotor da TH pela forscolina.  
 

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

 

 

O NPY inibiu o efeito estimulador da forscolina de uma forma dependente da 

concentração, com CI50=1,5±0,5 nM (Figura 4.3). O antagonista do receptor Y1 

(BIBP 3226, 1 µM) inibiu este efeito do NPY (Figura 4.3 B). Para avaliar o efeito 

inibitório do NPY ao longo do tempo, incubaram-se as células SK-N-MC com NPY 

durante diferentes tempos de incubação, antes e depois da estimulação com a 

forscolina (Figura 4.3 C). Verificou-se que a incubação das células com NPY 16 h 

antes da estimulação com a forscolina diminuiu 27,7±1,9 % actividade da luciferase. 

Para tempos de incubação de 1 h antes da incubação e 30 minutos depois com a 

forscolina, o NPY inibiu em cerca de 70 % o efeito estimulador da forscolina (Figura 

4.3 C).  
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Figura 4.3 - Inibição da actividade do promotor da TH pela activação do receptor Y1.  
 

As células SK-N-MC foram transfectadas com um plasmídeo que contém o gene da luciferase sob o 
controlo do promotor do gene da TH. A) as células foram incubadas durante 10 minutos com diferentes 
concentrações de NPY e estimuladas durante 6 h com forscolina (1,25 µM). B) o efeito do antagonista do 
receptor Y1, BIBP 3226 (1 µM), no efeito inibitório do NPY na activação da luciferase pela forscolina; C) 
Efeito do NPY (1,2 nM) antes e depois da incubação com a forscolina. ### p<0.001 em relação ao efeito 
do NPY (ANOVA de uma via, teste de Dunnet) 
 

4.2.2 O papel da PKA na activação do promotor da TH  

O papel da PKA e da PKC na activação do promotor da TH foi avaliado utilizando 

um inibidor da PKA (H89) e um inibidor da PKC (Calfostina, CalC). Ambos os 

compostos inibiram actividade da luciferase, consequentemente a activação do 

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY [nM]

0

20

40

60

80

100

0,1 1 10 100

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

IC50=1,5 ± 0,5 nM

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY [nM]

0

20

40

60

80

100

0,1 1 10 100

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

IC50=1,5 ± 0,5 nM

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 r
e
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY

0

20

40

60

80

100

NPY + BIBP3226 (1 µM)

2 100.4

NPY [nM]

###

###
###

###

###
###

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 r
e
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY

0

20

40

60

80

100

NPY + BIBP3226 (1 µM)

2 100.4

NPY [nM]

###

###
###

###

###
###

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

75

60

45

30

0

15

- 16 h - 6 h - 2 h - 1 h - 30’ - 10’ 0 + 1 h

75

60

45

30

0

15

+ 10’ + 30’

NPY (tempo de incubação) 

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

75

60

45

30

0

15

- 16 h - 6 h - 2 h - 1 h - 30’ - 10’ 0 + 1 h

75

60

45

30

0

15

+ 10’ + 30’

NPY (tempo de incubação) 



O receptor Y1 e a síntese de catecolaminas: 
___regulação do promotor da hidroxilase da  tirosina  

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

89 

promotor da TH: CI50 (H89)= 1,6±0,2 µM e CI50 (CalC)= 860±0,1 nM (Figura 4.4 A, 

B). Verificou-se que o H89 (2 µM) inibiu a activação da luciferase em 57,8±1,7 % e 

que a CalC (50 nM) não teve um efeito significativo (Figura 4.4 C). Quando os dois 

inibidores foram usados em conjunto verificou-se que não existiu um efeito inibitório 

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

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

 

 

O efeito inibitório do NPY não foi alterado pelo inibidor da PKA (H89) (Figura 4.5). 

Contrariamente, o NPY induziu uma inibição da activação do promotor da TH na 

presença do inibidor da PKC (CalC, 50 nM), que por si só não produziu qualquer 

efeito (Figura 4.5).  
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Figura 4.5 - O efeito inibitório do NPY é mediado pela PKA.  
 

As células foram incubadas com o inibidor da PKA (H89, 2 µM) ou com o inibidor da PKC (Calfostina, 
CalC, 50 nM) na presença ou ausência de NPY (1,1 nM); *** p<0.001 em comparação com a forscolina; 
ns - não significativo; +++p<0,001 comparando com CalC (50 nM). ANOVA de uma via, teste de 
Bonferroni 
 

 

4.2 Discussão 

Os resultados deste capítulo mostram que em células que expressam o receptor Y1, 

as células SK-N-MC, a activação do receptor Y1 diminui a actividade do promotor da 

TH. 

A forscolina ao activar a adenilcilcase contribui para o aumento da concentração 

intracelular de AMPc, que é o mensageiro intracelular responsável pela activação 

de cinases como a PKA. Esta cinase vai fosforilar CREB que, por sua vez, fosforila 

CRE[393, 419], e o resultado final é uma activação ou inibição de determinados genes. 

O promotor da TH contem locais de ligação para os factores de transcrição, como o 

AP1, o GRE e o CRE[273]. No nosso modelo experimental, quando se activa o 

promotor da TH ocorre um aumento da trancrição do gene acoplado a este 

promotor, neste caso a expressão da luciferase. Deste modo, a medição da 

actividade de luciferase permite a medição, de um forma indirecta, da actividade do 

promotor da TH. 

Neste capítulo, verificou-se que a activação do receptor Y1 inibe a activação do 

promotor da TH pela forscolina. O papel do receptor Y1 na expressão da TH foi 

sugerido noutros trabalhos: a administração do agonista do receptor Y1 aumenta o 

RNAm e os níveis proteicos da TH na glândula supra-renal de rato[141, 212]. O papel 

0

25

50

75

100

125

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY  
(1,1 nM)

H89   
+ NPY

H89    
(2 µM)

CalC
+ NPY

CalC
(50 nM)

*** ***

***

***

+++
ns

0

25

50

75

100

125

A
ct
iv
id
a
de

da
L
u
ci
fe
ra
se

(%
 e
m
re
la
çã
o
à
fo
rs
co
lin
a
)

NPY  
(1,1 nM)

H89   
+ NPY

H89    
(2 µM)

CalC
+ NPY

CalC
(50 nM)

*** ***

***

***

+++
ns



O receptor Y1 e a síntese de catecolaminas: 
___regulação do promotor da hidroxilase da  tirosina  

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

91 

regulador do NPY na síntese de catecolaminas foi ainda estudado usando animais 

“knock-out” para a TH e os autores verificaram que as glândulas supra-renais 

destes animais apresentavam maior quantidade de RNAm para o NPY 

comparativamente às células cromafins de animais controlo[50]. Por outro lado, 

resultados obtidos no nosso laboratório em colaboração com o Department of 

Pharmacology, Drug Development and Therapeutics Itäinen Pitkäkatu, Turku 

(Finlândia) mostram que animais transgénicos que sobrexpressam o NPY 

apresentam uma maior concentração plasmática de catecolaminas e uma menor 

quantidade de catecolaminas na glândula supra-renal. Estes resultados sugerem 

mais uma vez um papel regulador do NPY no conteúdo de catecolaminas a nível da 

glândula supra-renal. Além disso, o papel do NPY na fosforilação de CREB e a 

activação do CRE, já foi investigado em neurónios de hipocampo de rato[422]. 

Estes dados são concordantes com os resultados apresentados neste capítulo, em 

que verificámos que o NPY tem um efeito inibidor na activação do promotor da TH 

pela forscolina, sugerindo a existência de uma interacção molecular entre o receptor 

Y1 e o promotor da TH, possivelmente a nível do CRE. Estes resultados podem 

ainda explicar o aumento no conteúdo intracelular de catecolaminas observada nos 

animais “knock-out” Y1-/- comparativamente aos animais controlo Y1+/+
[73], uma vez 

que a ausência do receptor Y1 poderá resultar numa ausência do efeito inibitório do 

promotor da TH. Assim, estes resultados indicam que o NPY, além do seu papel no 

controlo da libertação de catecolaminas, também regula a síntese de NA e AD, 

actuando directamente na TH. 

Quando as células foram incubadas com NPY um hora depois de estimuladas com 

forscolina, o efeito inibitório do NPY na activação do promotor da TH pela forscolina 

diminui em comparação com uma pré-incubação, o que poderá estar relacionado 

com a activação constitutiva de cinases endógenas, como por exemplo as MAPK, 

que fosforilam CREB de modo a manter a fosforilação basal de CRE[112, 504].  

Nas células SK-N-MC a internalização do receptor Y1 ocorre após um curto período 

de tempo de exposição ao NPY[147], impedindo a dessensibilização do receptor Y1.  

Este fenómeno foi sugerido como consequência de uma internalização do receptor 

do receptor Y1 e portanto, funciona como um mecanismo adaptativo para impedir 

uma estimulação/inibição excessiva [166], podendo ainda explicar a ligeira diminuição 
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da activação do promotor da TH pela forscolina quando as células foram incubadas 

16 h antes com NPY. 

O aumento da transcrição da TH está associado à activação dos locais de 

reconhecimento de factores de transcrição que estão no promotor da TH. Tal como 

descrevemos neste capítulo, outros autores referem a PKA como uma das 

principais cinases envolvidas na transcrição do gene da TH[73, 274, 336]. Por outro lado, 

diversos trabalhos também demonstram que a PKC regula a expressão da TH[168, 215, 

374, 486]. No entanto, verificamos que o inibidor da PKC, nas concentrações usadas 

que não produzem morte celular, não alterou significativamente nem o efeito 

estimulador da forscolina nem o efeito inibidor do NPY. Esta ausência de efeito do 

inibidor da PKC sugere que a forscolina não activa as vias de transdução de sinal 

mediadas por PKC e, portanto, as vias PKA e PKC actuam em duas vias 

independentes na activação do gene da TH. 

Em conclusão, o aumento do conteúdo intracelular de catecolaminas e o aumento 

da libertação basal de catecolaminas observado nas glândula supra-renais de 

animais Y1-/- é, em parte, explicado pela interacção molecular que existe entre o 

receptor Y1 e o promotor da TH. Assim, o receptor Y1 tem um importante efeito 

regulador no conteúdo intracelular de catecolaminas actuando a nível do processo 

de exocitose e, por outro lado, actuando directamente na regulação do promotor da 

enzima da síntese de catecolaminas, a TH. 
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Figura 4.6 - Representação esquemática do efeito da activação do receptor Y1 no 
promotor da TH.  
 
A) a forscolina é um activador da adenilciclase (AD). O aumento do AMPc vai activar a PKA, cinase 
capaz de fosforilar a proteína de ligação ao elemento de resposta AMPc (CREB), que activa o local de 
reconhecimento de CREB, CRE, que se encontra no promotor da TH. Assim, ocorre a activação da 
transcrição da TH. B) quando o receptor Y1 do NPY é activado há uma inibição da acumulação do AMPc 
estimulado pela forscolina. Assim CREB não é fosforilado e não ocorre a activação do promotor da TH. A 
transcrição do gene da TH é deste modo inibida. 
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5.1 Introdução 

A activação do eixo hipotálamo-glândula pituitária-suprarrenal (HPA) induz uma 

libertação de hormonas adrenocorticotróficas e glucocorticóides que modulam a 

resposta do sistema imunitário em situações patológicas ou de stresse[49, 138]. As 

catecolaminas e os neuropeptídeos podem regular o sistema imunitário[8, 440]. As 

concentrações de IL-1β em circulação são normalmente baixas, mas podem 

aumentar significativamente chegando a quantidades de ordem dos pg/ml em 

situações patológicas como em caso de infecção, stresse, artrite reumatóide ou 

hipertensão[68, 125, 382]. A presença da IL-1β já foi demonstrada em células cromafins 

noradrenérgicas de rato e de murganho[411, 412]. O papel da IL-1β nas células 

cromafins bovinas e de rato são ainda controversas, alguns estudos sugerem que a 

IL-1β estimula a libertação de catecolaminas[188, 507], outro refere que a IL-1β inibe a 

libertação de catecolaminas estimuladas com a acetelicolina[326]. As citocinas 

regulam a biossíntese e a libertação de neuropeptídeos das células cromafins 

bovinas[5]. Estes resultados sugerem que as citocinas poderão ter um papel 

importante na regulação da medula da glândula supra-renal. Sabe-se ainda que o 

NPY é sintetizado e libertado das células cromafins de murganho e humanas[73, 76], 

mas não foi ainda investigado a função das citocinas na libertação de NPY. 

Assim, os objectivos deste capítulo são: 1) avaliar o papel da IL-1β na libertação de 

catecolaminas (NA e AD) e do NPY pelas células cromafins de murganho; 2) 

estudar o papel do NPY endógeno na libertação de catecolaminas quando as 

células cromafins de murganho são estimuladas pela IL-1β. 

 

5.2 Resultados 

5.2.1 A IL-1β aumenta a libertação de NPY nas células cromafins de murganho 

As células cromafins de murganho foram incubadas com IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml) e 

observou-se um aumento da libertação de NPY (Figura 5.1). A IL-1β (10 ng/ml) 

induziu um aumento de 3,3±0,4 vezes na libertação de NPY relativamente à sua 

libertação basal (Figura 5.1). Para avaliar a especificidade do efeito da IL-1β, pré-

incubaram-se as células durante 30 minutos com o antagonista do receptor (IL-1ra), 
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e, em seguida, as células foram incubadas com IL-1ra na presença ou ausência de 

IL-1β. O IL-1ra diminuiu significativamente a libertação de catecolaminas estimulada 

pela IL-1β (Figura 5.1). O IL-1ra não alterou a libertação basal de NPY (Figura 5.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
5.1 - Efeito da IL-1β na libertação de NPY das células cromafins de murganho. 
 

As células foram incubadas durante 10 minutos com Tampão de Krebs (libertação basal) ou com 
Tampão Krebs na presença de IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml). Para avaliar o efeito do antagonista do receptor 
da IL-1β (IL-1ra), as células foram pré-incubadas durante 30 minutos com IL-1ra (1 µg/ml) e 10 minutos 
na presença ou ausência de IL-1β (10 ng/ml). A libertação de NPY foi quantificada pelo método de 
ELISA, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a 
percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 experiências de culturas 
primárias de células cromafins de murganho, condição em triplicado. **p<0,01 comparado com a 
libertação basal; +p<0,05 e +++p<0,001 comparado com IL-1β (10 ng/ml).  

 

 

5.2.2 A IL-1β aumenta a libertação de catecolaminas (NA e AD): efeito 

regulado pelo NPY 

A incubação das células cromafins de murganho com IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml) 

induziu um aumentou da libertação de catecolaminas (Figura 5.2). Quando as 

células foram pré-incubadas com IL-1ra (1 µg/ml) observou-se uma inibição da 
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(Figura 5.2). O IL-1ra não alterou a libertação basal de catecolaminas (resultados 

não apresentados). A IL-1β nas concentrações de 10 e 20 ng/ml provocou um maior 

aumento na libertação de NA do que na libertação de AD (Figura 5.2).  

Para avaliar o papel do NPY na libertação de catecolaminas estimulada pela IL-1β, 

incubaram-se as células com o anticorpo monoclonal anti-NPY (NPY05, 6 µg/ml). 
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Este anticorpo liga-se ao grupo carboxílico do NPY, fracção responsável pela 

bioactividade do receptor NPY Y1, Y2 e Y5
[181].  

A imunoneutralização do NPY diminuiu em 74,7±13,7 % e 61,6±7,6 % a libertação 

de NA e AD, respectivamente, quando as células cromafins de murganho foram 

estimuladas por IL-1β (Figura 5.2). O antagonista do receptor Y1 (BIBP 3226,1 µM), 

inibiu o efeito da IL-1β em 58,0±9,2 % e 94,7±6,5 % na libertação de NA e AD, 

respectivamente (Figura 5.2). 

 

 

 

 

 

 

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

As células foram incubadas durante 10 minutos com o Tampão Krebs (libertação basal) ou com Tampão 
Krebs na presença de IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml). As células cromafins de murganho foram pré-incubadas 
durante 30 minutos com IL-1ra (1 µg/ml), com o anticorpo anti-NPY (NPY05, 6 µg/ml) ou com o 
antagonista do receptor Y1 (BIBP 3226, 1 µM) e 10 minutos na presença dos referidos fármacos na 
presença de IL-1β (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como está descrito no 
capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a percentagem de libertação em 
relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-8 experiências de culturas de células cromafins de 
murganho; cada condição foi realizada em triplicado. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado com a libertação 
basal; +p<0,05, ++p<0,01 e +++p<0,001 comparado com IL-1β (10 ng/ml); #p<0,05 comparando com a 
libertação de NA. ANOVA de duas vias, post-hoc 
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de catecolaminas) de libertação de NA e AD (Figura 5.3). A libertação máximo de 

NA e AD foi atingida ao minuto 17, o que significa 5 minutos depois de aplicado o 

estimulo, 10ng/ml IL-1β, nas células cromafins de murganho. Após a remoção da 

IL-1β, os níveis de libertação de catecolaminas regressaram para valores basais de 

libertação. Esta observação permite excluir a possibilidade de toxicidade da IL-1β 

na viabilidade das células cromafins de murganho. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3 – Efeito da IL-1β na libertação de catecolaminas (NA e AD), ao longo do 
tempo, pelas células cromafins de murganho usando um sistema de perfusão. 
 

As células cromafins de murganho foram perfundidas a 0,7 ml/minuto, como descrito no capítulo 2, com 
Tampão Krebs e em seguida com o Tampão Krebs com IL-1β (10 ng/ml) durante 10 minutos. As 
fracções para a quantificação de catecolaminas foram recolhidas a cada 2 minutos. A libertação de NA e 
AD foi expressa relativamente ao conteúdo intracelular; experiência representativa de 3 experiências 
independentes. As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de 
Material e Métodos (capítulo 2). Os resultados são expressos como a percentagem de libertação em 
relação ao conteúdo intracelular.  
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libertação das duas catecolaminas das células cromafins já foi observado quando 

as células são estimuladas com outros segretagogos como a nicotina ou o KCl[75, 262, 

456]. Esta diferença na resposta na libertação de catecolaminas em resposta à IL-1β 

poderá estar relacionado com diferenças do número de receptores para a IL-1β 

entre células adrenérgicas e células noradrenérgicas. Por outro lado, segundo 

Kuwaishima et al. (2000), estas diferenças poderão estar associadas a diferenças 

na maquinaria de segregação entre células noradrenérgicas e adrenérgicas[262].  

A presença de IL-1β nas células cromafins já foi observada em várias espécies 

como no rato, no murganho e no homem[170]. Além disso, a síntese de IL-1β na 

supra-renal é sugerida pela detecção de RNAm em células cromafins normais e 

tumorais[46, 170]. Assim, estes dados sugerem que a IL-1β libertada pelas células 

cromafins poderá ter um efeito autócrino na libertação de catecolaminas. No 

entanto, neste capítulo observou-se que o IL-1ra por si só não alterou a libertação 

de NPY nem de catecolaminas sugerindo que a IL-1β libertada endogenamente não 

tem um efeito autócrino e/ou parácrino na libertação basal de catecolaminas das 

células cromafins de murganho. Ou, por outro lado, a libertação de IL-1β nas 

condições experimentais utilizadas não é suficiente para induzir um aumento de 

libertação de catecolaminas e de NPY.  

Apesar dos níveis circulantes de IL-1β serem normalmente baixos, podem 

aumentar em condições de infecção, de stresse ou hipertensão[67, 125]. Assim, nestas 

condições patológicas o aumento da IL-1β poderá levar a um aumento dos níveis 

plasmáticos de catecolaminas. Assim, pode sugerir-se que a IL-1β é um importante 

regulador da concentração plasmática de catecolaminas em condições patológicas. 

Este aumento de catecolaminas na corrente sanguínea levará à activação de 

receptores adrenérgicos que resultam na vasoconstrição, no aumento da pressão 

sanguínea e na resistência vascular periférica, que poderá agravar as condições 

patológicas do indivíduo[88].  

Neste capítulo demonstrou-se, ainda, que a IL-1β aumenta a libertação de NPY das 

células cromafins de murganho. Outro estudo descreve que IL-1β modula a síntese 

e a libertação de neuropeptídeos nas células cromafins de bovino. Assim, a IL-1β 

aumenta a síntese da substância P na presença de forscolina[143], aumenta os níveis 

do RNAm do VIP, galanina e secretogranina II e a libertação da secretoneurina das 
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células cromafins bovinas[88]. Por outro lado, foi igualmente demonstrado que o NPY 

é um modulador do sistema imunitário, uma vez que estimula a produção de 

histamina pelos mastócitos, a adesão de leucócitos, a agregação de plaquetas, a 

activação dos macrófagos e, ainda, potencia a acção das catecolaminas nas 

respostas imunitárias[36]. Neste capítulo, demonstramos que o NPY induz a 

libertação de catecolaminas das células cromafins de murganho através do receptor 

Y1, e que a imunoneutralização do NPY inibiu o efeito estimulatório da IL-1β na 

libertação de catecolaminas. Estes resultados sugerem que o papel estimulador da 

IL-1β na libertação de catecolaminas é regulado pelo NPY através da activação do 

receptor NPY Y1. Assim, quando a IL-1β aumenta a libertação de catecolaminas e 

de NPY, este peptídeo, por sua vez, tem um efeito adicional na estimulação da 

libertação de catecolaminas ocorrendo um feedback positivo (Figura 5.4). Deste 

modo, o NPY poderá ter um papel regulador importante entre o sistema imunitário e 

a glândula supra-renal em especial em condições fisiopatológicas em que ocorre 

um aumento da IL-1β circulante, como em situações de sepsia, stresse e 

hipertensão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5.4 - Representação esquemática do efeito regulador do NPY na libertação de 
adrenalina (AD) pelas células cromafins adrenérgicas de murganho quando 
estimuladas pela IL-β. 
 

A IL-1β liga-se ao receptor da IL-1 (IL-1RI) estimula a libertação de AD e do neuropeptídeo Y (NPY). O 
NPY que é libertado vai ligar-se ao receptor NPY Y1 que por sua vez, induz um aumento adicional na 
libertação de AD. 
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Capítulo 6  

A libertação de catecolaminas das células cromafins 
humanas estimuladas pela interleucina-1β: papel do 

neuropeptídeo Y e do monóxido de azoto 
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6.1 Introdução 

Em resposta a diferentes estímulos, como o stresse, ocorre a estimulação do nervo 

esplâncnico que actua nas células cromafins da medula da supra-renal, e estas 

libertam catecolaminas para a circulação sanguínea que vão actuar em vários 

órgãos alvo e mesmo no sistema imunitário[8, 440]. Os neuropeptídeos e as citocinas 

são co-libertadas com as catecolaminas das células cromafins ou encontram-se em 

circulação na corrente sanguínea[76, 92, 246, 345]. Como já foi referido, a concentração 

plasmática de IL-1β aumenta significativamente em certas situações patológicas[68, 

125, 355, 382, 516]. O papel da IL-1β na libertação de catecolaminas já foi estudado em 

várias células cromafins não humanas[17, 189, 326, 411, 507], assim como nas células 

cromafins de murganho (Capítulo 5). Vários são os mecanismos intracelulares 

associadas à libertação de catecolaminas pelas células cromafins como é a PKC, a 

PKA e a MAPK, ou mesmo, o NO, como modulador da libertação basal e 

estimulada de catecolaminas[97, 174, 292, 325, 405]. Para além deste papel na libertação de 

catecolaminas, a IL-1β está igualmente envolvida na regulação da biossíntese e 

libertação de neuropeptideos pelas células cromafins bovinas[5], mas o efeito das 

citocinas na libertação de NPY ainda não foi investigado.  

A libertação de catecolaminas das células cromafins está dependente da síntese de 

catecolaminas e, consequentemente, com a actividade da TH. Este equilíbrio entre 

libertação e síntese permite a manutenção do conteúdo intracelular de 

catecolaminas[521]. A actividade da TH é regulada por diferente cinases que 

modificam no seu estado de fosforilação[270]: PKA, PKC e MAPK[93, 213, 301, 302].  

Assim, os objectivos deste capítulo são: 1) verificar o papel da IL-1β na libertação e 

síntese de catecolaminas nas células cromafins humanas; 2) avaliar o papel do 

NPY na libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas estimuladas 

por IL-1β; 3) investigar os mecanismos intracelulares envolvidos no efeito da IL-1β 

na libertação de catecolaminas e de NPY nessas células: papel do NO; 4) estudar 

os mecanismos de sinalização intracelular acoplados ao receptor Y3 do NPY que 

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

6.2.1 A IL-1β estimula a libertação e a síntese de catecolaminas das células 

cromafins humanas 

A IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml) estimulou a libertação de catecolaminas (NA e AD) das 

células cromafins humanas (Figura 6.1). Na concentração de 10 ng/ml, a IL-1β 

induziu um aumento na libertação de NA e AD de 3,1±0,3 e 2,6±0,2 vezes, 

respectivamente, comparativamente com a libertação basal (Figura 6.1). O IL-1ra (1 

µg/ml) diminuiu significativamente a libertação de catecolaminas (Figura 6.1). O IL-

1ra por si só não alterou a libertação basal de catecolaminas (Figura 6.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.1 - O efeito da IL-1β na libertação de catecolaminas pelas células cromafins 
humanas. 
 

As células foram incubadas durante 10 minutos com o tampão Krebs (libertação basal), ou com Tampão 
Krebs com IL-1β (5, 10, 20 ng/ml). As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com IL-1ra (1 
µg/ml) e durante 10 minutos na presença de IL-1β (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por 
HPLC, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a 
percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média±SEM, 3-6 de culturas de células 
cromafins humanas; cada condição foi realizada em triplicado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 
comparado com a libertação basal; ++p<0,05, e +++p<0,001 comparado com IL-1β (10 ng/ml); ANOVA 
de duas vias, post-hoc 

 

 

O efeito estimulador da IL-1β na libertação de catecolaminas foi inibido na presença 

de um inibidor da TH, alfa-metil-para-tirosina (AMPT, 1µM) (Figura 6.2 A).  
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resíduo Ser40[124, 270]. Avaliou-se a fosforilação do resíduo Ser40 da TH, por 

experiências de Western Blot, nas células cromafins humanas com 2, 5 e 10 

minutos de estimulação com IL-1β. Após incubação da IL-1β durante 2 minutos, 

observou-se um aumento no nível de fosforilação de 1,4±0,2 vezes em relação ao 

controlo (Figura 6.2). Como controlo positivo, usamos a estimulação das células 

durante 4 minutos com forscolina 1µM[124], onde se observou um aumento da 

fosforilação de 1,54±0,13 vezes em relação a uma situação basal (resultados não 

apresentados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 6___ 

________________________________________________________
Mecanismos de regulação de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-1β e do neuropeptídeo Y 

108 

                       A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                               C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2 - Efeito da inibição da TH na libertação de catecolaminas estimulada pela IL-
1β; o efeito da IL-1β na fosforilação da TH.  
 

A) As células foram incubadas durante 10 minutos com um inibidor da TH (AMPT, 1 µM) na presença de 
IL-1β (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de 
Material e Métodos. Os resultados são expressos como a percentagem de libertação em relação à 
libertação basal. Média ± SEM, 3 de culturas de células cromafins humanas; cada condição foi realizada 
em triplicado. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado com a libertação basal; +++p<0,001 comparado com IL-
1β (10 ng/ml);. ANOVA de duas vias, post-hoc. B) Imunoblot dos níveis de fosforilação da TH no resíduo 
Ser40 em relação à proteína total numa situação controlo, forscolina (1 µM) durante 4 minutos e IL-1β (10 
ng/ml) durante 2, 5 e 10 minutos. C) A quantidade de TH fosforilada foi avaliada usando o anticorpo anti-
TH e anti-TH fosforilada no resíduo Ser40. O nível de fosforilação da TH é expresso pela razão entre o 
nível de fosforilação no resíduo Ser40 e a proteína total. Os resultados são expressos como a 
percentagem de fosforilação em relação à fosforilação de uma situação controlo (média ± SEM), 3 - 5 
culturas de células de cromafins humanas. *p<0,05 e **p<0,01 em relação ao controlo. 
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6.2.2 O NPY endógeno regula a libertação de catecolaminas estimuladas pela 

IL-1β em células cromafins humanas. 

A IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml) aumenta a libertação de NPY (Figura 6.3). Na 

concentração de 10 ng/ml, a IL-1β induziu um aumento de libertação de NPY de 

5,6±1,4 vezes comparativamente à libertação basal (Figura 6.3). O IL-1ra (1 µg/ml) 

inibiu significativamente a libertação de NPY estimulada pela IL-1β (10 ng/ml) 

(Figura 6.3). O IL-1ra não alterou a libertação basal de NPY (Figura 6.3). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.3 - O efeito da IL-1β na libertação de NPY das células cromafins humanas 
estimuladas com IL-1β na libertação de catecolaminas. 
 

As células foram incubadas durante 10 minutos com Tampão Krebs (libertação basal) ou com Krebs com 
IL-1β (5, 10 e 20 ng/ml). A libertação de NPY foi quantificada pela técnica de ELISA. *p<0,05 e **p<0,01 
comparado com o basal. +++p<0,001 comparado com IL-1β (10 ng/ml). ANOVA de uma via, teste de 
Bonferroni. 

 

 

O papel do NPY endógeno na libertação de catecolaminas estimuladas por IL-1β foi 

avaliado, incubando as células com o anticorpo monoclonal, anti-NPY (NPY05, 6 

µg/ml), que se liga ao terminal carboxílico do NPY que é necessário para a 

bioactividade do NPY na ligação aos receptores de NPY. A imunoneutralização do 

NPY diminuiu em 60,4±7,4 % e 68,4±19,8 % a libertação de NA e AD, 

respectivamente, estimulada pela IL-1β (Figura 6.4). A inibição induzida pelo IL-1ra 

juntamente com o anticorpo anti-NPY não foi significativamente diferente da inibição 

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

As células foram pré-incubadas com o anticorpo anti-NPY (6 µg/ml) ou com o IL-1ra (1 µg/ml) e durante 
10 minutos com anti-NPY (6 µg/ml) ou IL-1ra (1 µg/ml) ou os dois conjuntamente na presença de IL-1β 
(10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de Material e 
Métodos. Os resultados são expressos como a percentagem de libertação em relação à libertação basal. 
Média ± SEM, 3-6 de culturas de células cromafins humanas; cada condição foi realizada em triplicado. 
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertação basal; +p<0,05, e +++p<0,001 comparado 
com IL-1β (10 ng/ml);. ANOVA de duas vias, post-hoc. 

 

 

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

6.2.3.1 Imunohistoquímica para a TH e nNOS nas células cromafins da medula 
supra-renal 
 
Realizaram-se cortes de glândulas supra-renais humanas, que foram seccionadas e 

foram marcadas com o anticorpo anti-TH e com o anticorpo anti-nNOS. Verificou-se 

que as fatias das glândulas supra-renais apresentavam marcação para a TH na 

medula (Figura 6.5). Observou-se ainda marcação para nNOS nas células da 

medula da glândula supra-renal, indicando deste modo a presença de nNOS nas 

células cromafins humanas (Figura 6.5). 
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Figura 6.5 - Imunohistoquímica para secções de parafina marcadas para nNOS (A), TH 
(B) e o C representa o controlo negativo. 
 

As fatias de espessura 3 µm de espessura foram incubadas com a solução de anticorpo primário contra 
a TH (1:1000), ou contra a nNOS (1:100) em PBS 0,1 M com 0, 5 % de Triton X -100 e NGS (soro 
normal de cabra) durante noite a 4 ºC. Após três lavagens à temperatura ambiente com 0,1 M PBS com 
2 % de NGS, as fatias foram incubadas durante 1 hora à temperatura ambiente com uma solução de 
imunoglobulinas contra coelho biotiniladas (1:200) e incubadas durante 1 hora com o substrato de 
peroxidade, DAB. Em seguida, as fatias foram coradas com o sistema de avidina-biotina-peroxidade.  
 

 

6.2.3.2 Papel do NO na libertação de catecolaminas estimuladas pela IL-1β. 

O inibidor da NOS, L-NAME (500 µM), inibiu o efeito estimulador da IL-1β (Figura 

6.6). O efeito do L-NAME por si só não alterou a libertação de catecolaminas 

(resultados não apresentados). O estereoisómero D-NAME (500 µM) também não 

alterou a libertação de catecolaminas (resultados não apresentados). O inibidor 

selectivo da enzima guanilil-ciclase (GC, ODQ, 50 µM), diminuiu a libertação de 

catecolaminas estimuladas por IL-1β (Figura 6.6). O efeito do NO na libertação de 

catecolaminas das células cromafins humanas foi avaliado usando um dador 

externo de NO (NOC-18, 100 µM). Este aumentou a libertação de NA e AD de 

3,3±0,3 e 2,9±0,2 vezes (Figura 6.6).  

O efeito estimulador do NOC-18 foi completamente inibido na presença de ODQ, 

sugerindo que a GC é um alvo do NO neste mecanismo intracelular de indução de 

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

As células foram incubadas com o inibidor da NOS (L-NAME, 500 µM) ou com o inibidor da GC (ODQ, 
50 µM) na presença de IL-1β (10 ng/ml). As células foram ainda incubadas com o dador externo de NO 
(NOC-18, 100 µM), na presença ou ausência do inibidor da GC (ODQ, 50 µM). As catecolaminas foram 
quantificadas por HPLC, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são 
expressos como a percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3 de culturas 
de células cromafins humanas; cada condição foi realizada em triplicado. ***p<0,001 comparando com o 
basal; +++p<0,001 comparando com IL-1β (10 ng/ml); ###p<0,001 comparando com NOC-18 (100 µM). 
ANOVA de duas vias, post-hoc. 

 

 

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

estimuladas pela IL-β 

Para avaliar o papel das cinases MAPK, PKA e PKC no efeito estimulador da IL-1β, 

as células foram pré-incubadas durante 20 minutos com o inibidor das MAPK (PD 

98059, 50 µM), ou da PKA (H89, 1µM) ou da PKC (bisindolilmaleimida, 1 µM), 

seguido de uma estimulação de 10 minutos com a IL-1β (10 ng/ml). Na presença 

dos inibidores das MAPK e do inibidor da PKC, o efeito da IL-1β foi inibido (Figura 

6.7A). O inibidor da PKA não alterou o efeito da IL-1β (Figura 6.7A). Por outro lado, 

o efeito estimulador do dador de NO, (NOC-18, 100 µM), foi inibido apenas na 

presença do inibidor da PKC (Figura 6.7B). Quando a PKC foi directamente 

activada pelo éster de forbol (PMA, 200 nM) observou-se um aumento de 3,1±0,4 e 

3,4±0,4 vezes na libertação de NA e AD, respectivamente, em relação à libertação 

basal (Figura 6.7 B). O efeito do PMA nas células cromafins humanas não foi 
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alterado na presença de L-NAME (Figura 6.7 B). Estes resultados sugerem que a 

PKC é activada pela produção de NO após um estimulo com IL-1β. 

 
                        A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.7 - Mecanismos intracelulares envolvidos na libertação de catecolaminas de 
células cromafins humanas estimuladas com IL-1β (10 ng/ml).  
 

A) As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com o inibidor das MAPK (PD 98059, 50 µM), ou 
da PKA (H89, 1 µM) ou da PKC (bisindolilmaleimida, 1 µM) e em seguida estimuladas durante 10 
minutos com IL-1β (10 ng/ml) na presença de cada um dos inibidores. B) Após pré-incubadas com os 
inibidores, as células foram incubadas durante 10 minutos com os inibidores das MAPK e da PKC na 
presença de NOC-18 (100 µM). As células foram ainda incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM), 
na presença ou ausência de L-NAME (500 µM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como 
está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a percentagem de 
libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-6 de culturas de células cromafins humanas; 
cada condição foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o basal; ++p<0,01 e 
+++p<0,001 comparado com IL-1β (10 ng/ml); §§§p<0,001 comparado com NOC-18 (100 µM). 
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6.2.5 A libertação de catecolaminas estimulada por NPY envolve a via das 

MAPK e a via PKA/NOS/PKC 

Os resultados descritos na secção 6.2.2 mostram que o NPY libertado regula, por 

um mecanismo desconhecido, a libertação de catecolaminas estimulada por IL-1β 

(Figura 6.4). Quando as células cromafins foram pré-incubadas com os inibidores 

das MAPK, de PKC ou de PKA ocorreu uma diminuição significativa na libertação 

de catecolaminas estimuladas pelo NPY 100 nM (Figura 6.8 A). Por outro lado, 

também se verificou que este efeito estimulador do NPY era inibido na presença de 

L-NAME e de ODQ. Estes dados sugerem que o NO também está envolvido no 

efeito estimulador do NPY na libertação de catecolaminas (Figura 6.8 A). Uma vez 

que o envolvimento do NO/PKC já foi descrito na secção anterior (6.2.4), o papel da 

PKA então também foi estudado. Assim, as células foram estimuladas com NOC-18 

na presença de um inibidor da PKA (H89, 1 µM) e noutro conjunto de experiências, 

as células foram estimuladas com um activador da PKA (forscolina, 1 µM) na 

presença ou ausência de L-NAME. Como resultado final, observou-se que o inibidor 

da PKA não alterou o efeito do NOC-18 na libertação de catecolaminas, mas o 

efeito estimulador da forscolina foi inibido na presença de L-NAME, indicando que a 

activação da NOS é dependente da PKA quando esta é activada pelo NPY (Figura 

6.8 B). 
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Figura 6.8 - Vias de transdução de sinal acopladas ao receptor do NPY Y3 que estimula 
a libertação de catecolaminas das células cromafins humanas  
 
A) As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com um inibidor das MAPK (PD 98059, 50 µM), 
da PKA (H89, 1 µM), da PKC (bisindolilmaleimida, 1 µM) ou inibidor da NOS, (L-NAME 500 µM). ou da 
GC (ODQ, 50 µM) e em seguida estimuladas durante 10 minutos com IL-1β (10 ng/ml) na presença de 
cada um dos inibidores. B) Após a pré-incubação inibidores da PKA ou L-NAME as células foram 
incubadas durante 10 minutos com NOC-18 (100 µM) ou forscolina (1 µM), respectivamente. As células 
foram ainda incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM). As catecolaminas foram quantificadas por 
HPLC, como está descrito no capítulo de Material e Métodos. Os resultados são expressos como a 
percentagem de libertação em relação à libertação basal. Média ± SEM, 3-6 de culturas de células 
cromafins humanas; cada condição foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o 
basal; ++p<0,01 e +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM); ### p<0,001 comparado com forscolina 
(1 µM). 
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6.3 Discussão 

Neste capítulo foi possível observar que i) a IL-1β estimula a libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas; ii) a IL-β regula a actividade da 

TH, induzindo a fosforilação do resíduo Ser40 da TH; iii) o efeito estimulador da IL-

1β na libertação de catecolaminas é dependente da activação da via das MAPK e 

ainda da produção de NO com a activação da PKC e da GC; iv) a IL-1β estimula a 

libertação de catecolaminas e de NPY que, por sua vez, induz um aumento 

adicional de catecolaminas activando as mesmas vias que a IL-1β e através da via 

PKA-NO (Figura 6.9). Este trabalho, demonstra pela primeira vez, um importante 

papel regulador do NPY e do NO na libertação de catecolaminas pelas células 

cromafins humanas estimuladas pela IL-1β. 

 

A IL-1β aumenta a libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas 

Neste capítulo observou-se que a IL-1β estimula a libertação de catecolaminas (NA 

e AD) pelas células cromafins humanas e que o IL-1ra inibe este efeito estimulador 

da IL-1β, o que demonstra que a IL-1β se liga ao seu receptor IL-1RI, para exercer 

o efeito estimulador. O papel da IL-1β na libertação de catecolaminas já tinha sido 

descrito em células cromafins não-humanas. Por exemplo, o efeito estimulador da 

IL-1β exógena foi descrito em células cromafins bovinas ou de rato que foram 

previamente incubadas durante 24 h com IL-1β[17, 189, 411, 471]. No capítulo 5, o efeito 

estimulador da IL-1β nas células cromafins de murganho foi semelhante ao 

observado pelas células cromafins humanas. No entanto, outro estudo demonstrou 

que a IL-1β inibe a libertação de catecolaminas das células cromafins bovinas por 

inibição do influxo do Ca2+ [104]. Nas nossas condições experimentais, o IL-1ra por si 

só não alterou a libertação não estimulada de catecolaminas, sugerindo que a 

quantidade de IL-1β endogenamente produzida não é suficiente para induzir o 

processo de libertação de catecolaminas. No entanto, sabe-se que em situações de 

infecção, trauma, stresse ou hipertensão ocorre um aumento na circulação 

sanguínea de IL-1β para níveis superiores a 100 ng/ml, mas apenas são 

necessárias baixas concentrações da IL-1β (normalmente na ordem de pM) para 

que os seus receptores sejam activados e ocorra uma resposta[5, 67, 68, 125, 355, 382, 516]. 
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Assim, os nossos resultados e estas observações referidas sugerem que a IL-1β 

regula os níveis plasmáticos de catecolaminas em condições patológicas. 

 

A IL-1β induz o aumento na síntese de catecolaminas pelas células cromafins 

humanas 

A IL-1β aumentou a fosforilação do resíduo Ser40 após 2 minutos de estimulação 

com a IL-1β. Contrariamente a Morita et al. (2004), que sugere que a IL-1β não 

alterava a síntese de catecolaminas porque não observara qualquer alteração ao 

nível da razão NA/(NA+AD)[326], neste capítulo verificou-se que IL-1β aumentou a 

fosforilação no resíduo de Ser40 da TH, que é um indicador da actividade da enzima 

de síntese das catecolaminas, a TH. O inibidor da TH, AMPT, inibe o efeito 

estimulador da IL-1β. Ambos os resultados indicam que a IL-1β modula a TH e, 

portanto, a síntese de catecolaminas. Vários estudos sugerem que em células 

cromafins a TH pode ser fosforilada envolvendo vários mecanismos como sendo o 

AMPc[82, 93, 213], o Ca2+ [200, 348, 377], as proteínas cinases dependentes de GMPc[394] e as 

MAPK[462]. A fosforilação da TH aumenta a actividade da TH e, consequentemente, a 

síntese de catecolaminas que, por sua vez, poderá induzir uma libertação de 

catecolaminas. Ou seja, a homeostase intracelular de catecolaminas nas células 

cromafins humanas estimuladas com IL-1β é regulada através de um equilíbrio 

entre a síntese e a libertação de catecolaminas. 

 

O NO regula a libertação de catecolaminas estimuladas pela IL-1β 

Neste capítulo demonstrou-se a presença de nNOS nas células cromafins de 

medula supra-renal humana por imunohistoquímica. A presença de nNOS noutras 

células cromafins não-humanas já foi demonstrada anteriormente[358, 359, 411, 482]. 

Tal como descrito nas células cromafins de murganho (Capítulo 5), neste capítulo 

observou-se que a libertação de catecolaminas estimulada pela IL-1β é inibida na 

presença do inibidor da NOS (L-NAME), sugerindo que o NO regula a libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas. Os resultados que confirmam a 

função reguladora do NO na libertação de catecolaminas foi o aumento da 

libertação de catecolaminas quando estimuladas por um dador externo de NO, o 

NOC-18. O envolvimento da GC e da produção de GMPc na libertação de 
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catecolaminas é fortemente sugerido pelo facto do inibidor da GC (ODQ) inibir o 

efeito estimulador da IL-1β na libertação de catecolaminas pelas células cromafins 

humanas. Para além disso, o L-NAME não alterou a libertação basal de 

catecolaminas. Os resultados sugerem que em condições basais, o NO não regula 

a libertação de catecolaminas, mas regula, por outro lado, a libertação de 

catecolaminas estimuladas por IL-1β. Resultados contraditórios, aos aqui 

apresentados, estão descritos na literatura, em que diversos trabalhos referem que 

o NO, em células cromafins não-humanas, tem um efeito inibidor na libertação 

basal de catecolaminas[72, 308, 414, 466, 481, 482], bem como um efeito inibidor na libertação de 

catecolaminas estimuladas por acetilcolina, nicotina ou KCl[308, 358, 359, 473]. Além do NO 

poder ser produzido pelas próprias células cromafins, o NO pode ser também 

produzido por outras células, como as células endoteliais e as fibras nervosas que 

estão em contacto com as células cromafins[33, 53, 302, 451]. Assim, o NO actuando 

através de um mecanismo parácrino/autócrino regula a libertação de catecolaminas 

pelas células cromafins humanas. 

 

A IL-1β estimula a libertação de catecolaminas através da activação via das MAPK 

e atavés da via PKC-NO 

Para além da função do NO como mensageiro intracelular, demonstrou-se também 

que a libertação de catecolaminas estimuladas pela IL-1β ocorre pela a activação 

das vias das MAPK e da PKC. A activação das MAPK pela IL-1β já foi 

anteriormente descrita em vários tipos de células (não-cromafins)[146, 404, 474]. Por outro 

lado, as MAPK já foram descritas como vias de sinalização intracelulares envolvidas 

na libertação[64, 97] e síntese de catecolaminas pelas células cromafins bovinas[44, 64, 97, 

462, 473]. Também se investigou as vias de sinalização intracelular envolvidas no efeito 

estimulador do NO na libertação de catecolaminas. A libertação de catecolaminas 

estimuladas por NO foi inibida na presença do inibidor das PKC, mas não pelo 

inibidor das MAPK. Estes resultados sugerem que a PKC, mas não as MAPK, está 

envolvida no processo de libertação de catecolaminas pelas células cromafins 

humanas estimuladas por NOC-18. Além disso, foi ainda observado que o efeito 

estimulador do activador da PKC, o PMA, não foi inibido na presença de L-NAME. 

Estes resultados sugerem que a produção de NO é um mecanismo que precede a 

activação da via da PKC (Figura 6.9). O envolvimento de PKC na libertação de 
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catecolaminas pelas células cromafins não-humanas já foi descrito anteriormente[174, 

294, 454, 457, 458]. Para além disso, e como também já foi demonstrado em células 

cromafins de murganho, a activação da PKC pelo NO já foi demonstrado noutros 

modelos[375]. A inibição das MAPK induziu uma diminuição na libertação de 

catecolaminas estimuladas pela IL-1β, mas o mesmo não foi observado quando as 

células cromafins humanas foram estimuladas por um dador de NO, NOC-18, o que 

poderá sugerir que, nas nossas condições experimentais a activação das MAPK é 

independente da produção de NO. 

Resumindo, nas células cromafins humanas, a IL-1β estimula a libertação de 

catecolaminas através da activação das MAPK e ainda através da produção de NO 

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

 

É, ainda, importante referir que todas as vias de sinalização intracelular que foram 

demonstradas como sendo importantes na regulação da libertação de 

catecolaminas, estão igualmente relacionadas com o aumento da fosforilação da 

TH. Assim, está descrito que a pré-incubação das células cromafins com um 

inibidor das MAPK impede a fosforilação do resíduo Ser31 da TH estimuladas pela 

angiotensina II, acetilcolina, nicotina ou KCl[44, 97, 179, 462]. Por outro lado, tanto o GMPc 

como a PKC fosforilam a TH no resíduo Ser40[9, 42, 62, 236, 394]. Deste modo, sugere-se 

que IL-1β induz o aumento da libertação de catecolaminas por um mecanismo que 

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

 

A IL-1β estimula a libertação de NPY que, por sua vez, potencia o aumento da 

libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas 

Neste capítulo, observou-se ainda que a IL-1β estimula a libertação de NPY das 

células cromafins humanas e que a imunoneutralização do NPY inibiu a libertação 

de catecolaminas estimuladas pela IL-1β. Por outro lado, a presença de IL-1ra e do 

anticorpo anti-NPY inibiram o efeito estimulador da IL-1β de uma forma semelhante 

ao IL-1ra e ao anti-NPY separadamente. Assim, estes resultados sugerem que o 

NPY medeia parcialmente o efeito estimulador da IL-1β na libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas. Trabalhos anteriores 

demonstraram que o NPY estimula a libertação de catecolaminas pelas células 
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cromafins humanas actuando nos receptores do NPY do tipo Y3
[76]. Assim, os 

resultados aqui apresentados e descritos anteriormente, sugerem que o NPY 

libertado pela estimulação da IL-1β actua de uma forma autócrina/paracrina nos 

receptores NPY Y3 das células cromafins humanas, contribuindo para o feedback 

positivo, induzindo um aumento adicional de libertação de catecolaminas (Figura 

6.9). 

 

As vias de sinalização intracelular envolvidas na libertação de catecolaminas 

estimulada por NPY 

Os inibidores das MAPK, da PKC, da PKA e da NOS diminuíram a libertação de 

catecolaminas estimulada pelo NPY, o que indica que estas três cinases bem como 

a produção de NO estão envolvidas na libertação de catecolaminas estimulada por 

NPY. O envolvimento do GMPc neste mecanismo foi sugerido pela inibição da 

libertação de catecolaminas na presença de um inibidor da GC, o que é 

corroborado por outros trabalhos que indicam que o principal alvo do NO é a GC[293, 

414, 482]. Por outro lado, o efeito estimulador do activador da PKA na libertação de 

catecolaminas foi inibido na presença de L-NAME, o que sugere que a activação da 

PKA está relacionada com a activação da NOS e, consequentemente, com a 

produção de NO. Assim, sugere-se que o NPY activa a PKA que, por sua vez, 

activa a NOS, produzindo NO que activa a PKC e a GC (Figura 6.9). 

O envolvimento do NO como um regulador das vias de sinalização intracelulares do 

NPY já foi anteriormente sugerido no hipotálamo de rato[41]. O papel da PKA como 

activador da NOS foi igualmente demonstrado noutros modelos celulares[151, 317].  

 

Conclusão 

Em condições normais os níveis plasmáticos de IL-1β são bastante baixos, no 

entanto, aumentam em determinadas condições patológicas, como no caso de 

infecção, trauma, stresse ou hipertensão[67, 68, 125, 355, 382, 516]. Assim, os resultados deste 

capítulo sugerem que em condições que ocorra um aumento da concentração 

plasmática de IL-1β há um maior aumento na libertação de catecolaminas das 

glândulas supra-renais. Além disso, nestas situações as células inflamatórias 

podem produzir um excesso de NO e este pode, igualmente, actuar nas células 

cromafins humanas activando os mecanismos intracelulares que induzem um 
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aumento na libertação de catecolaminas. Por outro lado, a IL-1β estimula a 

libertação de catecolaminas e de NPY que contribui para um aumento adicional de 

catecolaminas (Figura 6.9). Este trabalho, sugere que em determinadas situações 

fisiopatológicas em que os níveis plasmáticos de IL-1β aumentam, como em 

situações de stresse ou hipertensão, o NPY funciona como um elemento regulador 

entre o sistema imunitário e a glândula supra-renal  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.9 - Esquema modelo das vias de sinalização intracelular activadas pela IL-1β 
que estimulam a libertação de catecolaminas das células cromafins humanas. 
 

A IL-1β induz o aumento da libertação de catecolaminas actuando ao nível da síntese de catecolaminas, 
induzindo a fosforilação da hidroxilase da tirosina, a enzima do passo limitante da síntese de 
catecolaminas. Por outro lado, a IL-1β ao ligar-se ao IL-1RI vai activar a via das MAPK ou ainda a 
produção de NOS que, por sua vez, vai activar a guanidil-ciclase (GC) e a PKC. Estas vias contribuem 
para a libertação de catecolaminas pelas células cromafins humanas. A IL-1β aumenta também a 
libertação de NPY que, ligando-se ao receptor Y3 das células cromafins humanas, contribui para um 
aumento adicional de libertação de catecolaminas. A activação do receptor Y3 activa as MAPK e ainda a 
PKA, responsável pela activação da NOS e, consequentemente, a produção de NO. 
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O trabalho apresentado nesta tese permite-nos tirar as seguintes conclusões: 

 

1. A IL-1β induz um aumento na libertação de catecolaminas e de NPY pelas 

células cromafins de murganho e humanas. Este NPY libertado regula, pelo menos 

em parte, o efeito estimulador da IL-1β nas células cromafins de murganho e 

humanas.  

2. Nas células cromafins de murganho, o NPY estimula a libertação de 

catecolaminas através da activação do receptor Y1, de uma forma dependente de 

Ca2+, através da activação das MAPK e ainda através da produção do NO, que 

funciona como o mensageiro intracelular responsável pela activação da GC e da 

PKC. No entanto, nas células cromafins humanas o NPY estimula a libertação de 

catecolaminas através da activação do receptor Y3 que activando a PKA regula a 

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

3. O NPY regula a homeostase intracelular de catecolaminas uma vez que, para 

além de aumentar a libertação de catecolaminas, regula o promotor da enzima de 

síntese das catecolaminas, a TH. 

3. O efeito da IL-1β na libertação de catecolaminas ocorre através da activação das 

MAPK e ainda através da produção de NO que por sua vez activa a PKC e a GC. O 

papel estimulador da IL-1β na libertação de catecolaminas é contrabalançado pelo 

aumento da actividade da TH, contribuindo deste modo para a homeostase 

intracelular de catecolaminas. 

Em condições fisiopatológicas, como o stresse ou a hipertensão em que ocorre um 

aumento da concentração plasmática de IL-1β poderá ocorrer um aumento na 

libertação de catecolaminas e de NPY das glândulas supra-renais e este NPY 

poderá contribuirá para um aumento adicional de catecolaminas no plasma. Além 

disso, quando as células inflamatórias produzem um excesso de NO este pode 

actuar nas células cromafins humanas activando os mecanismos intracelulares que 

induzem um aumento na libertação de catecolaminas, e portanto para o 

agravamento da situação patológica do indivíduo. O NPY e o NO constituem 

compostos que contribuem para a comunicação entre o sistema imunitário e as 
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glândulas supra-renais, contribuindo para um aumento adicional de catecolaminas 

circulantes que poderá ser determinante para o agravamento das já referidas 

situações patológica 
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