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RESUMO

A sensacdo de dor € mediada por diferentes sistemas de transmisséo,
0s quais estdo continuamente sendo integrados e modulados por diversos
mecanismos neurais, agindo em diferentes periodos de tempo. Para o estudo
da dor os mamiferos s@o preferencialmente os modelos mais utilizados. No
entanto, apesar da auséncia de um arranjo laminar, a medula espinal de
anfibios apresenta muitas similaridades anatémicas e funcionais com a dos
mamiferos. Por isso, o0 estudo destes animais pode fornecer subsidios
adicionais para a compreensado dos mecanismos da transmissao nociceptiva,
alem de esclarecer os aspectos evolutivos envolvidos na mesma.

Um dos fatores que parece envolvido nos mecanismos de codificagdo e
transmissdo nociceptiva é o Oxido nitrico (NO). Estudos recentes
demonstraram que a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
diaforase (NADPH-diaforase) € uma 6xido nitrico sintase, enzima responsével
pela sintese de NO. Sabe-se que esta enzima esta presente no tecido nervoso
de r@s, mas €& ainda desconhecida sua distribuicdo na medula espinal
lombossacral e ganglio da raiz dorsal da espécie Rana calesbeiana, cuja
medula espinal @ amplamente utilizada em estudos morfofuncionais e
farmacolégicos, inclusive naqueles desenvolvidos no laboratério de
Neurobiologia Comparada da UFRGS. Désta forma, este trabalho avaliou,
mediante técnica histoquimica, a expressao da atividade NADPH-diaforase em
medula espinal lombossacral e génglio da raiz dorsal (GRD) de ras Rana
catesbeiana , adultas e de ambos os sexos em condi¢ges basais. Para isto os

animais foram submetidos a uma perfusé@o intracardiaca para a obtengéo dos



tecidos os quaié, em seguida, foram seccionados (50 um) e tratados segundo a
técnica histoquimica para NADPH-diaforase. Nesses animais, a reagdo a
NADPH-diaforase do GRD localizou-se predominantemente em somas
neuronais de grande (35-50 um) e meédio (20-35 um) didmetro, sendo esta de
forte intensidade nos neurdnios de médio didmetro e de intensidade moderada
na maioria dos neurdnios grandes. Esta atividade ainda foi observada em
somas neuronais de pequeno (10-20 um) didmetro, porém esses neurdnios
foram em pequeno numero, mas a atividade quando presente ocorreu com
forte intensidade. J& na medula espinal lombossacral a reagcdo a NADPH-
diaforase localizou-se predominantemente em fibras do campo terminal dorsai
e na porgdo dorsal do funiculo lateral, sendo esta de forte intensidade.
Neurénios intensamente corados foram observados nas regides da banda
mediolateral, do campo terminal ventral e das porcbes dorsal e ventromedial do
corno ventral. Esses neurbnios foram do tipo “bitufted” e apresentaram
didmetro médio de 10 um. A NADPH-diaforase também ocorreu em fibras
localizadas nos funiculos laterais e ventrais, as quais tinham intensidade forte.
A presenca da intensa reacdo a NADPH-diaforase no GRD e na medula
espinal de rds em estado basal, sugere a participaggdo do NO no
processamento de informagdes somatossensoriais nessa espécie de ra. Como
algumas destas regibes reativas a NADPH-diaforase recebem terminagdes
provenientes de receptores nociceptivos, como esta demonstrado para o
campo terminal dorsal e porgdo dorsal do funiculo lateral, € possivel que o NO
esteja envolvido nos mecanismos de transmissdo nociceptiva em ras Rana
catesbeiana, similar ao que € proposto para os mamiferos.. No entanto,

estudos adicionais serdo necessarios para o esclarecimento dessa hipétese.



INTRODUCAO

1. Dor e Nocicepgao

A dor € um importante tema de estudo desde épocas bastante remotas
ao inicio da neurociéncia. Com o advento da tecnologia e a descoberta de
inumeros métodos de estudo, grandes avancos ocorreram na pesquisa sobre a
dor. Entretanto, muitas lacunas ainda permanecem, relativas tanto a escoiha da
modalidade terapéutica mais adequada, como aos mecanisrﬁos fisiologicos
e/ou patofisiolégicos de sua transmissido (BONICA & LOESER, 2001).

Na conceitualizagio da dor, deve enfocar o aspecto sensorial, pois se
trata de uma experiéncia desagradavel onde o estimulo nocivo & codificado
como uma mensagem nociceptiva, sendo progressivamente transmitido e
processado em centros superiores. Entretanto, além do componente sensorial,
deve ser salientado o aspecto emocional, além de respostas vegetativas e
reagbes psicoldgicas e comportamentais provocadas pela lesdo tecidual
(MILLAN, 1999; BYERS & BONICA, 2001).

Quando se estuda a dor, é importante compreender a terminologia
empregada. Dor propriamente dita trata-se de uma experiéncia sensorial
desagradavel, tem um carater subjetivc e, portanto, pode ser relacionada
somente aos humanos que possuem a capacidade de verbaliza-ia.

Nocicepgado, contudo, refere-se aos mécanismos pelos quais a dor &
transmitida ao sistema nervoso central (SNC). Portanto, nos trabalhos
referentes a esse tema que utilizam modelos animais, pode-se afirmar que o

foco do estudo € a nocicepgdo (MILLAN, 1999; BONICA & LOESER, 2001).



Para a cbmpreenséo desses mecanismos, 0s mamiferos ainda séo os
modelos mais utilizados. Embora ndo possuam capacidade de comﬁnicagéo
verbal quando em contato com estimulos nociceptivos, esses animais exibem
respostas motoras similares as dos humanos. Tais respostas permitem inferir
sobre a existéncia de dor (DUBNER, 1983, KAVALIRES.1988). Os néao
mamiferos, por sua vez, também apresentam respostas comportamentais e
fisiologicas aos estimulos nociceptivos (KAVALIERS, 1988). Dessa forma,
esses modelos também podem colaborar a elucidar os mecanismos envolvidos
na codificagdo e transmissdo nociceptivas no sistema nervoso. Esse
conhecimento em vertebrados nao-mamiferos podera ainda esclarecer os

aspectos evolutivos envolvidos na nocicepgao.

2. Fisiologia da Transmissdo Nociceptiva

O dano aos tecidos constitui um estimulo nocivo, o qual gera alteragbes
celulares com liberagcdo de inUmeras substéncias quimicas. Portanto, a dor,
tanto em mamiferos como em vertebrados ndo-mamiferos, compreende um
conjunto de efeitos ocasionados por mecanismos bioguimicos, fisiolégicos e
psicolégicos simulténeos, desencadeando atividade em varios centros do
sistema nervoso onde ocorrem 0s processamentos sensoriais, motivacional e
cognitivo (BYERS & BONICA, 2001).

De uma forma geral, os eventos modulatérios da transmissdo
nociceptiva ocorrem primeiramente no corno dorsal da medula espinal e em
nucleos do tronco encefalico e, secundariamente, em centros talamicos e

estruturas corticolimbicas.



Os mecanismos patofisioldgicos da dor podem ocorrer em locais
distantes do foco da lesdo. Primeiramente, a transmissdo da informagao
nociceptiva € gerada pela alteragdo na excitabilidade dos terminais sensoriais.
Porém, ao longo do tempo, outras regides do neurdnio sensorial primario, e
mesmo ceélulas pds-sinapticas do corno dorsal, ou de ordem superior, podem
contribuir para a patofisiologia da dor (ZIMMERMANN, 2001).

Alem disso, entre as modalidades sensoriais somaticas, a sensagéo de
dor, por sua inerente natureza aversiva, € a mais distinta e a que mais contribui
na fungéo vital de protegdo desempenhada pelo sistema nervoso, ja que alerta
0 organismo sobre a ocorréncia ou ameaga de lesbes (MEYER et al., 1994;
BASBAUM & JESSEL, 2000). Sherrrigton foi um dos primeiros pesquisadores a
considerar essa fungdo protetora desempenhada pela sensacdo de dor,
postulando a existéncia de alerta de nociceptores, neurdnios sensoriais nao
responsivos a estimulos inécuos. A fungéo de alerta da dor aguda reflete a
ativacao fasica dos nociceptores pelos estimulos nocivos ou potencialmente
nocivos, os quais excedem os limites fisiolégicos. A dor aguda, portanto, evoca
reacdes de fuga e/ou retirada, formando assim as respostas protetoras que
impedem a continuidade da exposi¢cdo ao estimulo nocivo. A dor cronica,
entretanto, ndo pode ser considerada adaptativa, pois envolve a ativacéo ténica
dos nociceptores, dessa forma ndo desempenhando uma fungéo fisiologica
(MILLAN, 1999).

Os neurdnios somatossensoriais detectam alteragbes nas condi¢des
térmicas, mecanicas e quimicas dos tecidos corporais para conversdo dessas

informagbes em estimulos nervosos, os quais irdo convergir sobre o como



dorsal da mredu!a espinal e em nucleos do tronco encefalico (BYERS &
BONICA, 2001). |

Em relagcdo a medula espinal, observa-se que, em mamiferos, no inicio
do desenvolvimento, os neurbnios sensoriais apresentam uma forma bipolar,
porém o corpo celular vai tornando-se gradativamente unipolar, com um
pequeno tronco de conexdo entre o corpo celular e o axbnio. Essas celulas
sensoriais estdo localizadas no ganglio da raiz dorsal. O suporte tréfico e
estrutural é conferido por células de origem glial: células satélites localizam-se
em torno do soma celular, enquanto que células de Shwann envolvem o tronco
axonal (BYERS & BONICA, 2001).

Em mamiferos, Rexed (1964) estabeleceu um arranjo laminar para a
organizagdo morfolégica da substancia cinzenta espinal, o qual foi determinado
a partir do tamanho, forma e densidade dos corpos neuronais. De acordo com
essa organizagdo, as laminas I-IV séo regides de entrada, aonde chegam os
aferentes primarios cutdneos ou seus colaterais. As laminas V e VI recebem
terminais proprioceptivas e projecdes supra-espinais. Muitas vias descendentes
convergem sobre a lamina VIl. A lamina Vill é formada principaimente por
interneurdnios. Os neurénios motores estdo contidos na lamina iX. E por fim, a
ldamina X localiza-se ao redor do canal central, contendo muitos neurdnios
comissurais.

Em vertebrados ndo-mamiferos diversos estudos demonstraram que 0s
componentes basicos anatdmicos, fisioloégicos e biolégicos da percepcgio da
dor s&o similares aos dos mamiferos. Porém, a medula espinal de muitos

desses vertebrados ndo-mamiferos ndo apresenta o arranjo laminar; contudo
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as conexdes e distribuicdes neuronais sédo funcionalmente relacionadas com

aquelas dos mamiferos.

3. Organizacéao da Medula Espinal em Anfibios

Os anfibios s&o utilizados em uma grande variedade de estudos
cientificos. Um aspecto importante para a escolha desses animais como
modelos experimentais € a sua grande tolerancia as diversas condigdes
ambientais (ROCHA & BRANCO, 1998). Outro ponto que motiva o uso de
anfibios em abordagens experimentais € a similaridade de funcionamento de
seus sistemas corporais, inclusive o nervoso, com aqueles dos animais
superiores (ADLI et al., 1988; PARTATA et al., 2002).

A ra, Rana catesbeiana, pertencente a familia Ranidae, € um anfibio
aquatico resistente as baixas temperaturas. E uma espécie tipica da regido
norte dos Estados Unidos, sendo popularmente conhecida como ra-touro
(STORER et al., 1984). No Brasil, foi introduzida com o objetivo de
comercializacdo de sua carne, que apresenta boa qualidade nutricional. Devido
a isso, esses animais sdo faciimente obtidos através das inimeras criagcdes em
cativeiro.

Nos estudos acerca da nocicepg¢do, as rds mostram-se um modelo
bastante adequado, ja que apresentam grande tolerancia aos procedimentos
empregados e exibe uma recuperacgéo satisfatéria devido principalmente a sua
grande resisténcia as infecgdes (PARTATA et al., 2002)

Apesar da auséncia de um arranjo laminar, a medula espinal dos

anfibios apresenta muitas similaridades anatdmicas e funcionais com o0s

amniotas (Fig. 1). Ebesson (1976) apud Schotland & Tresch (1997), dividiu a
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medula espinal d’a ra em 6 regibes distintas: uma regido dorsal correspondente
as laminas I-IV dos mamiferos; uma regido lateral analoga as laminas V e VI,
uma regiac ventrolateral representativa da lamina Vil; uma zona ventromedial
correspondente a lamina VIII; uma area motora relacionada com a lamina IX; e
uma zona central na medula da ra correspondente a iamina X de Rexed. Entéo,
a distribuicdo dos neurénios motores, dos terminais aferentes primarios, do
trato de Lissauer e, também, dos circuitos reflexos musculares, sdo
semelhantes entre essas classes de vertebrados. Dessa forma, & possivel
comparar os resultados obtidos dos estudos experimentais em ras e outros
vertebrados ndo-mamiferos e mamiferos, para, com isso, elucidar em que'
extenséo a organizacdo da medula espinal foi conservada durante a evolugao

(MUNOZ et al., 2000).

Figura 1. Representagdo esquematica de uma secgdo coronal de medula
espinal. A esquerda, sdo mostradas as divisdes da substancia cinzenta espinal
de ra, descritas por Ebesson (1976) apud Schotland & Tresch (1997). A direita,
estdo representadas as laminas caracterizadas por Rexed (1964), em gatos. As
regides sd@o correspondentes nas duas classes de vertebrados. D, regido
dorsal; L, regido laterai, VL, regido ventrolateral; M, regido motora; VM, regiao
ventromotora, C, regido central; as laminas de Rexed (1964) sio indicadas
pelos niumeros romanos (SCHOTLAND & TRESCH, 1997).
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Nos anfibios, de forma similar ao descrito em mamiferos, o corno dorsal
espinal recebe as informacdes aferentes primarias. Tal regiao € dividida em
neurcpilos, dorsal e ventral, também chamados de campo terminal dorsal e
campo terminal ventral, respectivamente (Fig. 2). Enire as duas zonas de
neuropilo localiza-se a banda mediolateral, a qual se une lateraimente com o
trato de Lissauer (ADLI et al, 1988). De acordo com a classificacdo de
Ebesson (1976) apud Schotland & Tresch (1997), a zona correspondente ao
corno dorsal localiza-se nas regides dorsal e lateral (Fig. 1).

As fibras com bainha de mielina espessa, as quais suprem os fusos
musculares, terminam no campo terminal ventral, onde podem fazer conexdes
monossinapticas diretas com os prolongamentos dos neurdnios motores
espinais, sendo que os corpos celulares destes ultimos localizam-se no como
ventral (MEARS & FRANK, 1994). Entretanto, os aferentes sensoriais projetam-
se para o campo terminal dorsal, o que ressalta a correspondéncia desta regiao
as laminas I-IV dos amniotas (ADLI et al., 1988). E importante salientar que as
duas regides de neuropilo do corno dorsal ndo apresentam areas de
sobreposicdo, o que facilita a andlise da especificidade topografica dos
terminais aferentes apos lesGes de axénios sensoriais periféricos (MEARS &

FRANK, 1994).
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Figura 2. Representacdo esquematica de uma hemisecgdo da medula espinal
de ra, mostrando as principais regides do corno dorsal. DR, raiz dorsal; DF,
funiculo dorsal; LF, funiculo lateral; VF, funiculo ventral, DTF, campo terminal
dorsal; VTF, campo terminal ventral (modificado de ADLI et al., 1988).

Nos anfibios, de forma similar ao observado em mamiferos, o corno
dorsal da medula espinal apresenta uma grande diversidade de
neurotransmissores e peptideos, 0s quais provavelmente tambem estdo
envolvidos nos mecanismos de codificagdo e transmissdo nociceptivas. Porém,
muito pouco €& conhecido acerca do papel funcional dessas substancias
(LOREZ & KEMALI, 1981; ADLI, 1988; PETKO & SANTA, 1992: PARTATA,
2002).

Pode-se inferir que as rés utilizam os mesmos neurctransmissores que
estdo envolvidos na transmissdo nociceptiva de mamiferos. Porém, é evidente
a necessidade de estudos complementares utilizando outras substancias
quimicas. Todavia, a rd pode ser considerada um modelo dtil para 0 estudo da

nocicepgao.
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4. NADPH—diafdrase

Os métodos de estudo regionais do sistema nervoso permitem o
estabelecimento das rela¢des estrutura fungdo, as quais sdo importantes para
o entendimento do funcionamento deste tecido e permitem maiores inferéncias
evolutivas por relacionar areas homologas e anélogas. Entre a diversidade de
substéncias quimicas empregadas nesses estudos, pode-se citar a NADPH-
diaforase (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfatase diaforase).

O método para a demonstragdo da atividade da NADPH-diaforase na
medula utiliza B-NADPH como substrato e azul de nitrotetrazélio como aceptor.
de elétrdns. A redugdo do azul de nitrotetrazdlio resulta na formagédo de um
produto chamado formazan, o qual produz uma coloragdo azul escura e
insoluvel nas regides que possuem a enzima NADPH-diaforase. A técnica
inicial foi desenvolvida por Thomas & Pearse, em 1961, os quais demonstraram
a presenca desta enzima em néurénios corticais e em ceélulas dos ganglios
basais. Posteriormente, outros estudos evidenciaram sua atividade em diversas
regibes do tecido nervoso (ABE et al, 1963; DUCKETT & PEARSE, 1964;
THOMAS & PEARSE, 1964, SHIMIZU & ABE, 1966; SIMS et al,, 1874).

Atualmente cresceu o interesse por esta enzima. Isto se deve ao
conhecimento de que sua atividade € preservada apés a fixacio dos tecidos
em paraformaldeido (MATSUMOTO et al., 1993a) e pela demonstracdo de que
ela é um Oxido nitrico sintase (NOS), a enzima responsavel pela sintese do
oxide nitrico (HOPE et al.,, 1991). Deste modo, a simples técnica para a
detecgdo da NADPH-diaforase permite a localizagdo de células capazes de
sintetizar o oxido nitrico (NO), muito embora a distribuigdo de ambas as

enzimas nado seja totalmente coincidente. O dxido nitrico € um gas formado por
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um atomo de nitrogénio e um atomo de oxigénio, os dois elementos mais
comuns na natureza, que cumpre diferentes fungdes no organismo {LOPEZ-
JARAMILHO, 2001).

A demonstracéo da producdo de NO é ainda dificil, sendo sempre realizada
de maneira indireta; alias, todas as pesquisas pioneiras ndo demonstraram o
NO propriamente dito, devido a sua evanescéncia, considerando-se a
concentragdo de nitrito e nitrato como prova de sua producdo.(FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000). Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através
de hemeproteinas da familia do citocromo P450, chamadas de NOS. As NOS
sdo dependentes de O, flavinas, bipterinas e NADPH para exercer sua
atividade. O 6xido nitrico € um radical livre resultante da oxidagdo do grupo
guanidina da L-arginina, que € regulada pelo complexo calcio-caimodulina.
Esta enzima utiliza como substratos o oxigénio e o NADPH, onde o oxigénio &
incorporado ao éxido nitrico e ao grupo ureido da L-citrulina, o outro produto
desta reagdo, enquanto o NADPH parece estar envolvido na formagao da N-
hidroxi-L-arginina (GROZDANOVIC et al., 1994). Alguns tipos celulares
necessitam de calcio como um co-fator. A reacdo global de sintese do dxido

nitrico esta representada na figura 3.
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Fig. 3. Via Oxido Nitrico: L-arginina (Patricio Lopez-Jaramitho, 2001)

As fungdes do NO até hoje descobertas séo complexas e antagbnicas. Um
aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou
potencialmente tdxica, conforme a concentragdo ou depuragdo tecidual. Ele é
um importante mensageiro = intercelular nos mamiferos superiores.
GARTHWAITE et al., 1988 demonstraram que o NO foi liberado de terminais
axionais apds a propagacao de potenciais de acdo, e agiu sobre moleculas
receptoras localizadas em células pés-sinapticas. Seu mecanismo de
sinalizagdo intercelular é, em geral, exercido diretamente em nivel intracelular
devido a sua alta difusibilidade, sem receptores transmembrana. (LOPEZ-
JARAMILHO, 2001).

O grande interesse atual pelo 6xido nitrico decorreu da demonstracéo de
que esta molécula atua como um neurotransmissor efou neuromodulador no
sistema nervoso central. Diversos estudos sugeriram que o NO pode afetar a
captagdo de neurotransmissores, visio que subsiancias doadoras dessa

molécula inibiram o transporte de dopamina, serotonina e glutamato marcados,
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mas néo o de adrenalina, em preparagbes de sinaptossomas esiriatais
(POGUN et al., 1994). Além disso, 0 NO parece regular a Iibefagéo de
horménios do eixo hipotalamo-hipéfise (KATO, 1992; CECCATELLI et al,
1993; COSTA et al, 1993; RIVIER & SHEN, 1994). (KARANTH et al., 1993;
RETTORI et al., 1993; 1994; AGUILLA, 1994).

Todavia, a fungdo bem definida para o NO é o seu efeito vasodilatador
(FARACI & BRIAN, 1994). Em encéfalo, o dxido nitrico parece influenciar o
fluxo sanglinec cerebral local, acoplando-o as necessidades neuronais
(GARTHWAITE & BOULTON, 1995).

E proposto que o organismo utiliza o NO em fungdes fisiolégicas em que é
necessaria resposta rapida, como a dor. (FILHO-ZILBERSTEIN, 2000). Em
relag@o a este tema estd demonstrado que o NO possui agdes pré-nociceptivas
e anti-nociceptivas. Sua agéo pré-nociceptiva parece ser decorrente de sua
capacidade de induzir hiperalgesia, enquanto seu efeito analgésico parece ser
exercido pela inibigdo ténica que ele exerce sobre a atividade de repouso em
neurénios do corno dorsal (FURST, 1999). Tem sido sugeridoc que a dor
esponténea apds lesdes medulares resulta da reducdo no nimero de
neurdnios produtores de NO na medula espinal (TRUDRUNG et al.,, 2000).
Entretanto, para outros autores o efeito benéfico do NO estaria restrito as
células capazes de sintetiza-lo, ou seja, aquelas que possuem enzima NOS,
sendo sua agdo deletéria nos neurénios que nao apresentam esta enzima e
exibem ainda receptores glutamatérgicos do tipo NMDA em sua membrana
(XU, et al., 2000).

E sabido que a enzima NADPH-diaforase e NOS no sistema nervoso

central de anfibios (MUNOZ et al., 1996: MUNOZ et al., 2000; BRUNING &
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MEYER, 2001). Muitas das areas encefalicas reativas estdo sabidamente
envolvidas com os mecanismos da nocicep¢do nesses animais. Como ainda
existem muitas questdes ndo respondidas a cerca do papel do NO no tecido
nervoso e na nocicepgao, este estudo pretendeu trazer subsidios aos
mecanismos da transmiss&o nociceptiva realizando o mapeamento da enzima
NADPH-diaforase na medula espinal de ras Rana catesbeiana, cuja
distribuicdo ainda era desconhecida, visando a comparagdo destes com
aqueles da literatura que sabidamente estdo envolvidos com a nocicepgao.
Estes resultados fornecerdo subsidios adicionais para a compreensao dos
mecanismos quimicos envolvidos no processo de nocicepgao, tanto sob um
ponto de vista evolutivo quanto para o esclarecimento de muitas questdes

ainda especulativas em mamiferos.
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OBJETIVOS

Com o intuito de ampliar o conhecimento vigente acerca das alteracdes
anatomo-temporais ocorridas na medula espinal de ras Rana catesbeiana,
adultas, em relagdo a atividade de substdncias quimicas participantes do

processamento nociceptivo, este trabalho tem como objetivo:

- Determinar, mediante o emprego de técnica histoguimica, o padrdo
de distribuicdo da enzima NADPH-diaforase em secgdes coronais
de GRD e medula espinal lombossacral de ras Rana catesbeiana

aduitas, de ambos os sexos, em condi¢cbes basais.
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MATERIAL E METODOS:

1.Animais: Procedéncia e Manutencgéao

Foram utilizados rds Rana catesbeiana, adultas, de ambos os sexos,
com peso médio entre 100-200 g. Os animais foram obtidos do ranario Ranasul
(Imbé,RS) e mantidos no laboratério de Neurobiologia Comparada, do
Departamento de Fisiologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saide, UFRGS.
No laboratério, as rés foram colocadas em aquarios contendo 2 cm de agua
destilada. Para a alimentagdo foi oferecida ragio apropriada ad libifum. A
limpeza dos aquarios foi efetuada diariamente apds a alimentagéo dos animais.
A temperatura da sala foi mantida em aproximadamente 25°C. Apds um
periodo de adaptagdo as condigées do laboratério (uma semana), 0os animais
foram utilizados para o estudo de mapeamento da atividade NADPH-diaforase

em GRD e medula espinal lombossacral.

2. Obtenc¢do do Tecido Nervoso

Para a obtenc@o do tecido nervoso, os animais foram descerebrados e
submetidos a uma perfusdo intracardiaca. Para isso, o0 coragdo e 0 cone
arterial foram isolados. A formagdo de coagulos na arvore vascular foi
prevenida pela administracdo intraventricular de 1000 Ul/kg de heparina
(Liquenine®, Roche). Apés, foi realizada uma incisdo no ventriculo para a

coiccagdo da canula no cone arterial, a mesma foi fixada por uma pinga
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hemostatica, e deixou-se passar pelo sistema 100 ml de solugao salina para a
lavagem da arvore vascular. Imediatamente apds a fixagdo da pinga e 0 inicio
da passagem de solugdo salina na aorta, foi feita uma incisdo no atrio direito
funcionando como uma saida para todo o sistema sangiineo e de perfusdo. Ao
término da lavagem, 100 ml de solugdo de paraformaldeido 4% (Reagen),
diluido em tampéo fosfato 0,1 M. pH 7,4 (TP), foi passada pelo sistema para a
fixacdo dos tecidos. Terminada a perfusdo, o GRD e a medula espinal
lombossacral foram retirados e colocados em solugao de paraformaldeido 4%
diluido em TP por 4 horas, a temperatura ambiente, para pds-fixagdo dos
tecidos. Apds esse procedimento, os tecidos nervosos foram crioprotegidos em
solugbes de sacarose 15 e 30 %, diluidas em TP, e mantidos a 4°C “overnight”.
No dia seguinte, foram realizadas sec¢des coronais de 50um em criostato
(Leitz 1720) no Laboratério de Histofisiologia Comparada, Departamento de
Ciéncias Morfologicas, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS. Os
cortes foram coletados em frascos de vidro contendo tampao fosfato salino
(PBS) a 4°C, sendo, em seguida, submetidos & técnica histoquimica da

NADPH-diaforase

.3. Procedimento Histoquimico

A atividade da enzima NADPH-diaforase foi demonstrada pela
técnica descrita por Valtschanoff et al. (1992). Os cortes “free-floating” dos
animais foram colocados em solugéo 0,02% deTriton X-100 diluida em TP 0,1
M, pH 7.4, por 8 minutos, sob agitagdo continua (agitador orbital Fanen). Ao
término deste periodo, esta solugéo foi substituida pelo meio de incubagdo, o
qual continha 0,5mg/ml de p-NADPH (Sigma), 0,2mg/ml de azul de

nitrotetrazolio (Sigma) e tampéo fosfato 0,2 M, pH 7,4 contendo 12 pl de triton
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X-100. Neste méio os cortes foram pré-incubados, em agitacdo constante, por
5 minutos a temperatura ambiente, sendo em seguida, colocados a 37°C, onde
permaneceram por 4 horas. Apds isto os cortes foram lavados 3 vezes em TP,
coletados em laminas gelatinizadas, desidratados em alcoois de concentracdes
crescentes, clareados em xilol e cobertos com Balsamo do Canada e
laminulas.

Os cortes foram examinados e fotografados através do fotomicroscépio NIKON
OPTIPHOT-2 equipado com camera fotografica NIKON FX-35DX. Essa etapa
do trabalho foi realizada no Laboratério de Analises de Imagens, Departamento

de Ciéncias Morfolégicas, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS.

& Bameae

e Y Y -



23

RESULTADOS

O estudo dos cortes do GRD e da medula espinal lombossacral de ras
Rana catesbeiana com a técnica da NADPH-diaforase mostrou reacéo positiva
em somas e prolongamentos neuronais, a qual aparecia como uma coloragéo
azul violacea. A area nuclear sempre foi negativa a este tratamento
histoquimico. A densidade de fibras e neurbnios positivos foram similares em
ambos os lados da medula espinal e do GRD. Esta reatividade também estava
presente no neuropilo e nas células endoteliais das regides estudadas (Fig.
8B). Os cortes controle sempre se mostraram negativos.

No ganglio da raiz dorsal (Fig. 4), a reacdo a NADPH-diaforase
predominou em somas neuronais de grande (35-50 um) e de médio (20-35 um)
diametro. Estes neurbnios apareciam em grande quantidade e aqueles de
didmetro grande, em sua maioria, exibiam reagio de intensidade fraca a
moderada, enquanto aqueles de didametro médio possuiam quase sempre
reacdo de forte intensidade. A NADPH-diaforase também foi observada em
somas neuronais de pequenos didmetros (10-20 um), porém esses neurénios
ocorreram em pouca quantidade, mas exibiram sempre reagcdo de forte
intensidade.

Na medula espinal (Fig. 5), a enzima NADPH-diaforase ocorreu nos
cornos dorsal e ventral, sendo a reagao exibida pelo cornc dorsal maior do que
aquela do corno ventral. No corno dorsal, uma forte reacdo a NADPH-diaforase
ocorreu em fibras localizadas no campo terminal dorsal (Fig. 6). Neurdénios com
forte positividade a técnica da NADPH-diaforase foram observados na regido
da banda mediolateral e do campo terminal ventral (Figs. 5 e 7). Na regido da

banda mediolateral esses neurbnios estavam localizados principalmente na
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regido mediana da medula e na juncdo entre banda mediolateral e campo
terminal dorsal (Fig. 7B). Aqueles do campo terminal ventral distribuiahw-se por
toda esta regido. Esses neurdnios foram sempre do tipo “bitufted”. De seu
soma podia-se observar a emergéncia de dois prolongamentos opostos, os
quais podiam ser acompanhados por algumas distancias em alguns casos (Fig.
7A e C). Esses prolongamentos neuronais permaneciam, algumas vezes,
somente no lado ipsilateral da medula espinal e podiam seguir-se em direcao
ao campo terminal dorsal, ao campo terminal ventral e ao funiculo lateral. Ja
outros desses neurdnios “bitufted” tinham prolongamentos que pareciam dirigir-
se ao lado contralateral da medula espinal. Estes neurdnios possuiam didmetro
médio de 10 um.

No corno ventral, a reagdo a NADPH-diaforase ocorreu em neurdnios
localizados nas por¢gbes dorsal e ventromediais do como ventral, os quais
foram do tipo “bitufted” e piramidal, exibindo diametro médio de 10 um (Fig. 5).
Seus prolongamentos positivos dirigiam-se ao campo terminal ventral, a regido
onde estavam localizados os neurbnios motores € ao como ventral
contralateral. A intensidade dessa reacdo foi sempre intensa. Cabe destacar
gque os neurdnios motores mostraram-se negativos a este tratamento
histoguimico.

A reagdo a NADPH-diaforase ainda ocorreu no funiculo lateral,
principalmente em sua porgéo dorsal, onde se mostrou com forte intensidade, a
qual ia diminuindo a medida que se afastava dessa regiao do funiculo lateral
(Fig. 5 e 8B). Outras fibras reativas foram encontradas no funiculo ventral,
sendo o0 seu nimero menor do que aquele do funiculo lateral (Fig. 8A). O

funiculo dorsal mostrou-se negativo a este tratamento histogquimico (Fig. 5).



|
|
I



26

Fig. 4 —Fotomicrografias de secgdes coronais do ganglio da raiz dorsal
de rd Rana catesbeiana mostrando reacdo a NADPH-diaforase em células de
pequeno (seta menor), médio (setas curvas e setas finas) e grande (seta cheia)

diametro. Barra de calibracdo = 100um (A), 40um (B e C).
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Fig.5 — Fotomontagem de uma hemisecgcdo de meduia espinal de ra
Rana catesbeiana mostrando reagao a NADPH-diaforase em fibras da porgéo
dorsal do funiculo lateral (FLd), do campo terminal dorsal (CTD), do funiculo
lateral (FL) e do funiculo ventral (FV). Neurdnios reativos s&o observados na
regiao da banda mediolateral (BML), no campo terminal ventral (CTV) e corno
ventral (CV). CC= canal central; FD = funicuio dorsal.

Barra de calibragéo = 40 um
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Fig.6 — Fotomicrografia de secgéo‘ coronal da medula espinal de ra
Rana catesbeiana mostrando reagdo a NADPH-diaforase nos campos
terminais dorsais (asteriscos). As setas indicam neurdnios reativos da banda
mediolateral.

Barra de calibragéo= 40 um.
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Fig.7 — Fotomicrografia de secgbes coronais da medula espinal de ra
Rana catesbeiana mostrando rea¢cdo a NADPH-diaforase em neurdnios (setas)
do campo terminal ventral (A e C) e da banda mediolateral (B).

Barra de calibragdo= 40 um
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Fig.8 —Fotomicrografia de secgbes coronais da medula espinal de r3 Rana
catesbeiana mostrando reagdo a NADPH-diaforase em fibras (setas finas e
grossas pequenas) do funiculo ventral (A) e do funiculo lateral (B). A seta maior
vazada indica um vaso reativo a esta enzima.

Barra de calibragéo = 40 um
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a ampla distribuicdo da enzima NADPH-
diaforase no GRD e na medula espinal lombossacral de rés Rana catesbeiana,
adultas, em condigbes basais. Como ja foi demonstrado que esta enzima é
uma NOS (HOPE et al,, 1991), pode-se inferir que este mapa representa a
distribuicdo de neurbnios nitrérgicos no GRD e na medula espinal desta
espécie de ra. Esta afirmagdo é decorrente também do fato de que, em Rana
perezi, a distribuicdo da enzima NADPH-diaforase, em animais em condi¢bes
basais, foi igual aquela da NOS, o que sugere colocalizacao destes dois
marcadores no tecido nervoso deste animal (MUNOQZ et al., 2000). Esta parece
também ser a situagdo em mamiferos em estado fisiolégico normal, havendo,
entretanto, nesses animais, divergéncias na distribuicdo destas duas enzimas
quando os animais foram submetidos a diferentes condicbes experimentais
(CALLSEN-CENCIC et al., 1999). Contudo, como no presente estudo o0s
animais estavam em situagdo basal, os neurbnios positivos a técnica
histoquimica da NADPH-diaforase serdo considerados como capazes de
sintetizar NO, ou seja, neurénios nitrérgicos.

Cabe ser ressaltado neste momento que o padrdo de distribuicdo da
NADPH-diaforase, tanto no GRD como na medula espinal, mostrou-se similar
aquele descrito em outras espécies de ras (MUNOZ et al., 1996; MUNOZ et al.,
2000), mamiferos (ANDERSON, 1992; VALTSCHANOFF et al., 1992; ZHANG
et al, 1993), tartarugas (PARTATA, 1996) e peixes (BRUNING et al., 1995;
AREVALO et al, 1995). Essa similaridade de distribuicio de neurdnios

nitrérgicos nestes tecidos nervosos de diferentes classes de vertebrados
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permite sugerir que o aparecimento da capacidade de sintese do NO ocorreu
muito cedo na evolugdo dos vertebrados, e se manteve duranté todo o
processo evolutivo. Como o NO parece envolvido nos mecanismos da
nocicepgéo, hiperalgesia e sensibilizagdo central (FURST, 1999; TRUDRUNG
et al., 2000; MAISKY et al., 2002), dentre outras funcbes, pode-se inferir que
estas suas agdes também tenham aparecido precocemente durante a evolugdo
dos vertebrados.

A presenca de numerosos neurdnios nitrérgicos, principaimente de
médio didmetro, no GRD de ras parece ser uma caracteristica comum destes
animais, pois outras espécies de rads também apresentaram essa reatividade
neste local (CROWE et al., 1995; GONZALEZ et al., 1996). Esta também é a
situacdo em mamiferos (ZHANG et al, 1993).

A presenga de fibras e neurbnios nitrérgicas nas regides do campo
terminal dorsal, regido analoga as laminas |-IV dos amniotas (MEARS &
FRANK, 1994), no campo terminal ventral, que corresponde as laminas V-VI
dos amniotas, e na por¢ado dorsal do funiculo lateral, que, de acordo com a
literatura especifica, inclui o trato de Lissauer nos anfibios (ADLI et al., 1988),
sugere um papel para o NO no processamento de informagoes
somatossensoriais na medula espinal de ras, tal qual como foi sugerido para os
mamiferos (ZHANG et al, 1993). Um outro fator que sustenta esta hipbtese é a
grande quantidade de somas neuronais nitrérgicos no GRD de ras, muito
embora deve também ser considerada a possibilidade de que a molécula de
NO destes neurdnios pode estar agindo como um mensageiro entre estes e
suas células satélites. Em mamiferos, o NO parece desempenhar esta fungdo

(MORRIS et al., 1992).
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Nas rads, como em outros vertebrados (ANDERSON, 1992;
VALTSCHANOFF et al., 1992; ZHANG et al, 1993; BRUNING et él., 1995;
AREVALO et al., 1995; MUNOZ et al., 1996; PARTATA, 1996; MUNOZ et al.,
2000), neurénios nitrérgicos foram observados nas regides profundas do corno
dorsal, muitos destes estando localizados acima do canal central, ou seja, na
regido da comissura cinzenta dorsal. Muitos exibiam prolongamentos neurais
que se estendiam bilateraimente na medula espinal ou dirigiam-se para as
camadas superficiais e laterais desta regido. Estas caracteristicas permitem
inferir a possibilidade de participagdo do NO em fungGes intrinsecas da medula
espinal de rds. No entanto, estudos de marcacgdo de vias seriam necessarios
para elucidar esta hipétese. Porém, como em mamiferos o0 NO é uma das
moléculas de sinalizagdo de vias proprioespinais (ANDERSON, 1992,
VALTSCHANOFF et al., 1992; ZHANG et al, 1993; BRUNING et al., 1995;
AREVALO et al., 1995), e dada as semelhangas entre as respostas fisiolégicas
destes e as rds, esta hipétese parece plausivel. E possivel também que alguns
destes neurdnios reativos possam originar vias proprioespinais. De acordo com
MUNOZ et al. (1996; 1997), os neurdnios profundos do comno dorsal poderiam
originar tratos espinais e serem 0s responsaveis por algumas conexdes
intersegmentais na medula espinal de ras.

E preciso considerar ainda a possibilidade de que neurdnios nitrérgicos
localizados na porgéo ventral do campo terminal dorsal podem ser neurdnios
da substancia cinzenta intermediolateral, o’que, se for o caso, fazem parte do
sistema nervoso neurovegetativo. A presenga dessas células simpaticas e
parassimpaticas, nesta regido da medula espinal, ja foi demonstrada em

anuros (PERUZZ| & FOREHAND, 1993; CAMPBELL et al., 1994). No entanto,
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= comparag:é_o dos resultados do presente estudo com estes da literatura ndo
possibilitou a emissdo de uma afirmativa. A localizagdo das células nftrérgicas
naoc foi totalmente coincidente com a localizacéo proposta para os neurdnios
pré-ganglionares simpaticos e parassimpaticos. Assim, permanece esta
incerteza. No entanto, se for levado em consideragdo os resultados dos
estudos de distribuicdo da atividade nitrérgica na substancia cinzenta
intermediaria da medula espinal de mamiferos, esta hipotese merece
consideracdo. Nesses animais, resultados farmacoiégicos sugerem o0
envolvimento do NO na transmissdo sinaptica de ganglios simpaticos, bem
como sua presenca em neurdnios de nucleos espinais neurovegetativos (AIM!‘
et al., 1991; BRIGGS, 1992). Assim, estudos adicionais s80 necessarios para o
esclarecimento desta questéo.

E curiosa também a presenca de neurdnios nitrérgicos no corno ventral
de ras. Se for considerada sua localizagao, tamanho e morfologia, estes podem
ser classificados como interneurdnios. Como muitas destas células emitiam
extensos prolongamentos em dire¢do aos neurdnios motores e ao lado
contralateral do corno ventral, é provavel que o NO liberado por estes terminais
possa modular a motricidade nesses animais. Neurénios nitrérgicos com estas
mesmas caracteristicas morfolégicas e localizagdo foram descritos no cormo
ventral de mamiferos (VALTSCHANOFF et al., 1992; MARSALA et al., 1999), e
ndo mamiferos (RADMILOVICH et al., 1997; SMEETS et al, 1997; BRUNING,
1994; BRUNING et al., 1995; AREVALO, 1995), inclusive em outras espécies
de ras (GONZALEZ et al., 1996; MUNOZ et al., 1996; MUNOZ et al., 2000), o
que torna esta provavel fungdo do NO uma possivel caracteristica funcional de

vertebrados. Cabe salientar neste momento que todos os autores acima
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citados também n&o observaram a presencga de reatividade a NADPH-diaforase
em neurénios motores do corﬁo ventral, 0 que sugere também ser esta uma
outra caracteristica de vertebrados. Todavia, ha uma complicagdo em relacdo a
esta hipotese. CROWE et al. (1995) descreveram a presenca de atividade
NADPH-diaforase em somas neuronais motores da medula espinal de Xenopus
laevis. No entanto, um estudo recente, no qual foi empregada esta mesma
especie de anfibio, os autores ndo observaram esta reatividade em somas de
neurdnios motores (BRUNING & MEYER, 2001). E dificil explicar esta
divergéncia de resultados, porém, deve ser destacado que nos dois estudos os
animais foram perfundidos com paraformaldeido e o meio de incubagdo
divergiu em relacdo as quantidades dos substratos. Assim, se for considerado
os resultados do primeiro estudo, 0s mesmos indicam uma diferenca no padrao
de atividade nitrérgica de neurdnios motores da medula espinal de anfibios. Ja
os resultados do segundo estudo favorecem a hipdtese inicialmente
apresentada. Contudo, parece ser necessario o estudo da distribuicdo da
atividade nitrérgica em medula espinal de uma maior diversidade de espécies
de vertebrados para a aceitacdo ou rejeicdo desta hipétese.

E interessante que muitas destas regides reativas a NADPH-diaforase
na ra Rana catesbeiana foram imunorreativas & substancia P, somatostatina,
peptideo semelhante ao gene da calcitonina (CGRP), neuropeptideo Y e
GABA, os quais sabidamente participam dos mecanismos de codificagdo e
transmissao nociceptivas (PARTATA et al.’, 2002; GUEDES, 2002). As areas
que sempre mostraram positividade a estes dois tipos de tratamentos foram a
por¢ao dorsal do funiculo lateral, o campo terminal dorsal e a banda

mediolateral, todas regides com caracteristicas sensoriais e, ao que parece
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envolvida com a nocicepcdo em anuros. Este fato salienta a possivel
participagao do NO nos mecanismos nociceptivos desses animais, uma vez
que este padrdo de distribuicdo nitrérgica foi comum entre as diferentes
espécies de ras estudadas até o presente momento. Também evidencia a
possivel existéncia de colocalizaggdo do NO com estes neuropeptideos e
GABA. Colocalizagao de GABA e NO ja foi demonstrada em medula espinal de
mamiferos (SPIKE et al., 1993), porém, estudo similar ainda nao foi realizado
nos anfibios. No entanto, é interessante o fato de que o didmetro médio dos
neurénios reativos a NADPH-diaforase da banda mediolateral foi similar
aqueles imunorreativos ao GABA nesta mesma regido (GUEDES, 2002).
Assim, a possibilidade de colocalizagdo de GABA e NO nessas células de ras
parece uma hipétese razoavel. Considerando ainda o tamanho, muito destes
neurdnios nitrérgicos poderiam conter também somatostatina e neuropeptideo
Y, hipétese que poderia ser avaliada mediante a utilizacido da técnica
imunoistoquimica para dupla marcagédo, o0 que € um objetivo para frabalhos
futuros do laboratério de Neurobiologia Comparada. Porém, em virtude das
semelhangas morfofuncionais entre rds e mamiferos, pode-se considerar muito
viavel esta hipétese, pois em mamiferos muitos neurdnios nitrérgicos do cortex
cerebral e do estriado apresentaram também imunorreatividade a
somatostatina e ao neuropeptideo Y. Em rads, colocalizaggdo de GABA e
neuropeptideo Y ocorreu em neurénios da regiéo do teto encefalico (KOZICZ &
LAZAR, 2001). Assim, torna-se necessario a realizagéo de estudos adicionais
acerca deste tema.

Cabe neste momento salientar que a associagdo espacial entre fibras

contendo substancia P e CGRP com neurdnios reativos a NADPH-diaforase foi

BAE



41

demonstrada no corno dorsal da medula espinal de mamiferos (HERDEGEN et
al. 1994). Esta associagdo também poderia estar acontecendo no corho dorsal
da medula espinal de ra, uma vez que a regido da banda mediolateral € uma
area com intensa quantidade de fibras contendo substancia P (PARTATA et al.,
2002) e onde ocorreu inimeros neurdnios nitrérgicos. O campo terminal dorsal,
principal local de finalizagéo de aferentes primarios (MEARS & FRANK, 1994),
bem como a porgao dorsal do funiculo lateral, que inclui o trato de Lissauer
(ADLI et al., 1998) também apresentaram fibras nitrérgicas e imunorreatividade
a substancia P e ao CGRP. Em mamiferos, HERDEGEN et al. (1994)
propuseram que, em situagbes de dor, ocorreria inicialmente a liberagdo de
NO, substancia P e CGRP de aferentes primarios, os quais levariam a ativagdo
de genes precoces imediatos em neurbénios de segunda e terceira ordem do
corno dorsal da medula espinal. A ativacdo destes genes precoces, por sua
vez, aumentaria a expresséo do gene da NOS, levando a uma maior producéo
de NO na medula espinal, o que poderia levar a hiperalgesia e dor mais tardia.
Dado ao padréo de distribuicdo da reatividade a NADPH-diaforase no corno
dorsal da medula espinal de fés, esta seqiiéncia de eventos também poderia
estar acontecendo neste animal. No entanto, é interessante que estas mesmas
regides também foram imunorreativas ao GABA e ao neuropeptideo Y. E
proposto, em mamiferos, que a colocalizagdo de NO com GABA e glicina leva
a uma acao dupla para esta molécula gasosa, uma vez que GABA e glicina
estédo envolvidos em analgesia e prevencdo de hiperaigesia, enquanto o NO
parece envolvido tanto em hiperalgesia como em analgesia (FURST, 1999),

todavia, o controle iniciaria no préprio neurdnio (SPIKE et al., 1993).
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Em mamiferos, a maioria dos neurdnios contendo GABA e
neuropeptideo Y apresentaram receptores do tipo neurocinina 1, ﬁo gqual a
substancia P se liga (POLGAR et al., 1999). Esta associagdo levou os autores
a sugerirem que o efeito analgésico do neuropeptideo Y poderia decorrer da
ativagao desses receptores, uma vez que a agdo analgésica deste peptideo se
da pela inibicdo pré-sinaptica de aferentes nociceptivos, particularmente
aqueles que contém substancia P (DUGGAN et al., 1991; HUA et al., 1991).
Em rés, a banda mediolateral, local onde ocorreram neurdnios imunorreativos
ao GABA, neuropeptideo Y e NADPH-diaforase, possui intensa quantidade de
fibras imunorreativas a substancia P (PARTATA et al., 2002). Além disso, fibras
imunorreativas ao neuropeptideo Y foram abundantes no campo terminal
ventral (GUEDES, 2002), regido localizada abaixo da banda mediolateral. Esta
organizacdo favorece a hipétese de que as mesmas interagbes estejam
ocorrendo no corno dorsal da medula espinal de ras.

Assim, fica explicito a necessidade da realizagdo de estudos detalhando
as conexdes sinaptica, bem como as interagbes quimicas no corno dorsal de
rés, nao apenas para o conhecimento da organizacdo morfofuncional da
medula espinal destes animais, mas também para o esclarecimento de muitas
guestdes quimicas ainda desconhecidas ou especulativas nos mamiferos.
Como a regido medular é o principal local de finalizagéo das fibras nociceptivas
periféricas, o conhecimento de sua orgapizat;éo morfofisiolégica e de suas
interagbes quimicas contribuira também para o desenvolvimento de farmacos
com acdo analgésica mais efetiva, o que efetivamente proporcionara melhor

qualidade de vida a populagao.
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O presente estudo mostra também que o padrdo de distribuicdo da
enzima NADPH-diaforase & similar entre as diferentes espécies dé anfibios
estudadas e entre estes e as diferentes classes de vertebrados cuja
distribuicdo ja é conhecida, salientando, assim, que as funcbes do NO se
desenvolveram precocemente durante o processo evolutivo dos vertebrados.
Além disso, a distribuicdo desta molécula na medula espinal de ras sugere a
participacao da mesma no processamento de informagdo somatossensorial

destes animais.
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