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“Sonho que os homens um dia se
levantard@o e compreenderdo enfim,
que foram feitos para viver juntos
como irmdos... Sonho que um dia a
guerra acabard... Sonho que seremos
capazes de afastar para longe as
tentagies do desespero e de lancar
uma nova luz sobre as trevas do
pessimismo. Sim, gracas a esta fé,
seremos capazes de apressar o dia em

que a paz reinard sobre a terra”.

Martin Luther King
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No presente trabalho demonstrou-se, mediante a utilizagio de técnicas
histoquimicas, a distribuigdo das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e
NADPH-diaforase no sistema nervoso central de tartarugas Trachemys dorbigni,
adultas, e Pseudemys scripta elegans, jovens. Verificou-se, também, a distribui¢do
destas duas ultimas enzimas no encéfalo e na medula espinal cervical alta e lombar de
tartarugas Trachemys dorbigni, adultas, apos sec¢do do nervo ciatico, incluindo
ainda, o estudo do padrio de imunorreatividade da substincia P (SP) na medula
espinal. Também foi avaliado o efeito do jejum de 90 dias sobre a distribuigdo das trés

enzimas no sistema nervoso central de tartarugas Trachemys dorbigni adultas.

As enzimas em estudo mostraram uma distribui¢do similar no sistema nervoso
central de Trachemys dorbigni, adulta, sendo esta distribuigdo igual na medulla
oblonga, onde se detectaram nos nucleos reticulares, da rafe, no locus coeruleus, no
vestibular, no coclear e nos V, VI, VII, X e XII pares cranianos. No telencéfalo, a
glicogénio fosforilase ocorreu nas camadas granular e de fibras aferentes do bulbo
olfatorio, nas trés camadas corticais, na eminéncia dorsal ventricular do telencéfalo
(DVR), no estriado, no primérdio de hipocampo, na amigdala e nos ndcleos do
tubérculo olfatorio e da banda diagonal de Broca. A citocromo oxidase também foi
identificada nessas mesmas areas, com exce¢do da banda diagonal de Broca. A
NADPH-diaforase ocorreu nos glomérulos e na camada granular interna do bulbo
olfatdrio, no DVR, no estriado, em algumas células piramidais dos cortices, no cortex
piriforme, nos nicleos accumbens e da comissura anterior, na regido septal, no globus
pallidus e no tubérculo olfatéorio. No diencéfalo, a glicogénio fosforilase foi
identificada nos nicleos rotundus, reuniens e geniculado, no hipotalamo
periventricular e ventral, e na eminéncia média, e a citocromo oxidase nos nucleos
rotundus, geniculado, habenular e entopeduncular, ¢ no hipotalamo lateral e
periventricular. A NADPH-diaforase também foi encontrada nestas mesmas areas
hipotaldmicas, e ainda na 4rea pré-oOptica e nos nucleos paraventricular, supra-
mamilar, suprapeduncular e entopeduncular. No mesencéfalo, a glicogénio fosforilase
foi evidenciada no tecto Optico, no nicleo mesencefalico do V par craniano, nos

nucleos dos III e IV pares cranianos, no torus semicircularis (TSC), nos nucleos rubro
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e do istmo, na substdncia nigra (SN) e nos nucleos interpeduncular e da comissura
posterior. A citocromo oxidase foi detectada nestas regides, com excegdo do nicleo
interpeduncular, ocorrendo ainda nos niicleos do fasciculo longitudinal medial e da
raiz optica basal. A NADPH-diaforase foi revelada no tecto optico, no TSC, na area
tegmental ventral, nos nicleos profundos do mesencéfalo, na SN e no nicleo rubro.
No cerebelo, a glicogénio fosforilase, a NADPH-diaforase e a citocromo oxidase
foram identificadas nas camadas granular e molecular, enquanto esta Gltima também
foi observada nas células de Purkinje. Os nucleos profundos mostraram reatividade as
trés enzimas consideradas. Na medula espinal cervical alta, as atividades glicogénio
fosforilase e citocromo oxidase ocorreram nos motoneurdnios € nos neurdnios
comissurais dorsais. Esta tltima enzima ainda foi detectada na coluna lateral do corno
dorsal, no nicleo marginal e em neurdnios dispersos pelo funiculo lateral. A atividade
NADPH-diaforase foi encontrada nas areas Ia, Ib, II e III, na coluna lateral ¢ na
comissura do corno dorsal. As células gliais mostraram reagdo positiva com os

procedimentos histoquimicos utilizados.

As tartarugas Pseudemys scripta elegans, jovens, apresentaram esse perfil
enzimatico acima descrito para Trachemys dorbigni adulta. Observaram-se, porém,
algumas diferencas: as camadas molecular e plexiforme corticais nio mostraram
atividade glicogénio fosforilase, mas uma intensa reagdo citocromo oxidase, e a
distribui¢do da NADPH-diaforase foi mais ampla, ocorrendo em maior nimero de
neurdnios piramidais, na camada molecular, em corpos celulares no fasciculo
longitudinal medial e na substincia branca da medula espinal, bem como em neurdnios

motores do corno ventral da medula espinal.

A secgdo do nervo ciatico em tartaruga adulta nfio alterou o padrio de
distribuicdo da citocromo oxidase, porém aumentou a reagio NADPH-diaforase em
células pequenas e grandes do génglio raquidiano, e no corno dorsal da medula
espinal lombar. Este acréscimo apresentou-se reduzido a partir dos 30 dias da
axotomia nas células pequenas do génglio raquidiano, enquanto no corno dorsal a

atividade manteve-se elevada ainda aos 90 dias. Além disso, houve expressdo
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NADPH-diaforase em neurdnios motores do corno ventral da medula espinal lombar,
no lado ipsilateral a secgfo; acréscimo desta atividade em células gliais e endoteliais
do neuroeixo; aparecimento da atividade enzimatica nos nucleos dorsomedial do
talamo, mesencefalico do V par craniano e istmo; presenga de reagdo granular
NADPH-diaforase em alguns neur6nios dos nucleos reticulares medial e inferior, e
naqueles da rafe superior e inferior. Em tartarugas adultas intactas a SP foi localizada
em fibras da area Ia, as quais podiam chegar até a area III, cruzando, algumas delas, a
linha média. Outras fibras chegavam ao corno ventral, onde rodeavam o soma de
motoneurdnios negativos. Ainda foi detectada SP nos funiculos lateral e anterior, e no
soma de neurdnios da coluna lateral do corno dorsal. A sec¢do do nervo ciatico
provocou diminuicdo do nimero de fibras imunorreativas a SP ja aos 7 dias, e

somente aos 90 dias constatou-se recuperagdo da imunorreatividade nessas mesmas

fibras.

O jejum de 90 dias nfo ocasionou alteragdes no padrdo de distribuigdo das

enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase do tecido

nervoso de tartarugas Trachemys dorbigni adultas.

Concluindo, as enzimas em estudo possuem uma distribui¢do similar no sistema
nervoso central de tartarugas Trachemys dorbigni adultas e Pseudemys scripta
elegans jovens, havendo, porém, maior expressio NADPH-diaforase no encéfalo de
Pseudemys. A secg¢do de nervo periférico alterou o perfil neuroquimico da medula
espinal lombar da tartaruga Trachemys e o jejum de 90 dias, ao contrario, ndo
provocou modificagio na atividade das enzimas consideradas. Estes resultados
evidenciam a necessidade de uma abordagem funcional mais detalhada do tecido
nervoso de tartarugas, ndo apenas para seu entendimento, mas também para o
esclarecimento de muitas questdes especulativas nos mamiferos, pois € indiscutivel a

posigdo estratégica dos queldnios na filogenia dos vertebrados.
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1.1- Caracteristicas gerais das tartarugas

Os répteis, descendentes dos antigos anfibios, foram os primeiros vertebrados
completamente terrestres. Esta libertagdo definitiva do ambiente aquatico s6 foi
possivel mediante modificagdes drasticas em sua forma e fung8o, as quais permitiram
rapida radiagdo evolutiva dos vertebrados. Por sua vez, os répteis deram origem a
duas classes altamente bem sucedidas, a das aves e a dos mamiferos. Assim sendo,
este grupo possui uma posi¢do chave na histéria do dominio dos continentes e na

evolucdo dos mamiferos (ROMER & PARSONS, 1985).

Atualmente, os répteis vivos estdo representados pelos lagartos, cobras ou
serpentes, tartarugas, anfisbenas, crocodilos e tuataras. Dentre estes, as tartarugas
mostram-se mais enigmaticas, apresentando caracteres primitivos e exclusivos. Como
caracteristica considerada primitiva pode-se citar o modo desajeitado de caminhar
(ROMER & PARSONS, 1985). O desenvolvimento da carapaga 6ssea com cobertura
cornea protegendo as regides dorsal e ventral é um caracter apenas encontrado nestes
animais, constituindo uma derivagio exclusiva (POUGH et al., 1989). Essa mistura de
caracteristicas torna dificil a determinag@o de suas relagSes filogenéticas. Porém, deve
ser considerado o fato de que a aquisi¢do desta armadura limitou a evolugdo das
tartarugas, deixando-as praticamente sem modificagSes desde seu aparecimento. O
unico aperfeicoamento posterior, de alguma importancia, foi a capacidade, a principio
inexistente, de retrair a cabega para o interior da carapaga (ROMER PARSONS,
1985). Como conseqiiéncia, ¢ comum as tartarugas serem referidas como “fosseis
vivos”, muito embora alguns autores ndo aceitem esta denominagio (GAFFNEY et

al., 1987). Contudo, a posi¢do sistematica dos quelénios, como representantes mais
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antigos do grupo dos vertebrados amniotas, os coloca efetivamente entre os seres
vivos atuais como testemunhas mais proximas da separagdo da linhagem, levando aos
lagartos, serpentes, crocodilos e aves, e da linhagem mamifera. Ainda que sua
posi¢@o, mais acima ou abaixo desta separagdo, seja disputada, eles constituem de
qualquer maneira um modelo privilegiado da condi¢do pré-mamifera (RISS et al,,
1969). Além disso, evidéncias anatbmicas e fisiologicas sugerem que as tartarugas
retiveram caracteristicas que provavelmente estavam presentes no encéfalo dos
ancestrais reptilianos que deram origem ao tronco dos mamiferos (HALL & EBNER,
1970). Assim sendo, o conhecimento do metabolismo encefalico das tartarugas
podera ajudar no esclarecimento das caracteristicas anatomo-funcionais dos ancestrais

reptilianos e, conseqiientemente, dos mamiferos.

Na classificagdo dos répteis, as tartarugas pertencem a ordem Chelonia, a qual
compreende duas subordens: A) Cryptodira, com dez familias e B) Pleurodira, com
duas familias. Estas subordens totalizam sessenta e seis géneros e aproximadamente
duzentas e vinte espécies conhecidas. Considerando as subespécies, encontram-se na
atualidade aproximadamente trezentos e quarenta representantes dessa ordem
(GRZIMEK, 1975). Tartarugas de todas as familias, exceto as Testudinidae, sdo
basicamente aquaticas ou semi-aquaticas e alimentam-se de uma variedade de animais
e plantas, vivos ou mortos, os quais sio obtidos da terra ou ddgua. Ha uma
diversidade de tartarugas de agua doce e as sete espécies de tartarugas marinhas

ocupam varios nichos marinhos (SEYMOUR, 1982).
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Uma particularidade impar destes animais é a extraordindria tolerdncia a
hipéxia e a anoxia. Tartarugas hibernando podem passar trés a quatro meses
mergulhadas em agua fria (3°C) sem respirar (ULTSCH & JACKSON , 1982;
JACKSON & HEISLER, 1983; ULTSCH , 1985). Berkson (1966) demonstrou que a
tartaruga verde Chelonia mydas pode sustentar merguthos voluntarios de seis horas
de duragdo, sendo que nas ultimas cinco horas ndo se conseguiu medir oxigénio na
traquéia ou na artéria carétida. Robin et al. (1964) observaram que Pseudemys scripta
pode tolerar quarenta e oito horas em um ambiente com 100% de nitrogénio e
também mergulhos anaerdbicos por mais de duas semanas em temperaturas entre 16 e
18°C. Tartarugas respirando nitrogénio puro sdo capazes de sobreviver por 27 horas a
20°C (BELKIN, 1962). A tartaruga Chrysemys dorbigni é capaz de tolerar mergulhos

forgados por aproximadamente 13 horas (SANTOS et al., 1990).

A grande maioria dos vertebrados, ao contrario das tartarugas, exibe pouca
tolerdncia a anoxia. Nesta situa¢do, o encéfalo, dentre todos os tecidos corporais,
mostra-se mais susceptivel aos seus efeitos deletérios. Em mamiferos, a privagido do
suprimento de oxigénio por poucos minutos ocasiona danos irreversiveis ou morte
das células nervosas. Todavia, em tartarugas, este tecido mantém sua integridade
funcional durante varias horas ou meses em mergulho anoxico. Esta sobrevivéncia ¢
atribuida ao baixo metabolismo energético e a habilidade de produgéo glicolitica de
adenosina trifosfato (ATP) (LUTZ et al, 1985). Belkin (1962) observou que
tartarugas Sternothaerus, tratadas com iodoacetato, um inibidor da via glicolitica, e
submetidas a uma atmosfera sem oxigénio, apresentaram um periodo médio de

sobrevivéncia menor do que os animais controles. Em Pseudemys scripta elegans, a
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anoxia provocou uma diminui¢do na producdo de ATP e fosfocreatina, havendo, ao
mesmo tempo, um aumento da concentragdo do lactato encefilico (LUTZ et al,,
1984). Kelly & Storey (1988) demonstraram que o tratamento anodxico de tartarugas
Pseudemys scripta, durante uma hora, foi suficiente para provocar uma redugéo de 15
a 32% na concentracio de ATP nos tecidos encefalico, hepatico e muscular. De
acordo com McDougal et al. (1968), a anoxia, produzida por decapitacﬁo, induz
mudangas nos substratos energéticos do encéfalo de tartarugas que sdo similares
aquelas observadas em mamiferos, porém muito mais lentas. Este resultado demonstra
que o uso das tartarugas como modelos experimentais permite acompanhar mais
detalhadamente certos processos bioquimicas que acontecem muito rapidamente nos
ratos. Deste modo, a utilizagdo destes animais na investigagdo cientifica ndo apenas
contribui para esclarecer aspectos evolutivas de fendmenos biologicos, mas também
possibilita acompanhar, passo a passo, detalhes de determinadas reagdes quimicas
que, em ratos, seria praticamente impossivel, dada a velocidade com que ocorrem.
Outra vantagem desse modelo experimental € que seu tecido nervoso mantém a
integridade funcional apds varias horas de separado do corpo, bastando apenas que
se tome o cuidado de manté-lo em uma solugdo de Ringer resfriada (4° C). Nestas
condigdes, Velluti et al. (1991) registraram atividade elétrica no hemisfério cerebral
intacto e aberto, sendo as caracteristicas do eletroencefalograma similares as descritas
in vivo. Além disso, observou-se que o encéfalo isolado de tartaruga Chrysemys
dorbigni ¢ um modelo epileptogénico natural, apresentando em seu cortex medial
pontas complexas no eletroencefalograma e atividade intracelular caracterizada por

descargas em salva com forma de onda semelhante a onda despolarizante paroxistica

(da COSTA, 1992a; b; 1993).
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Outra caracteristica das tartarugas é o elevado teor glicogénico dos tecidos. No
figado, esta reserva chega a totalizar 10% do peso total do o6rgdo, enquanto no
musculo sua percentagem ¢ de 0,5% (COULSON & HERNANDEZ, 1974). No
tecido muscular cardiaco, este polissacarideo representa quase 7% do peso total deste
orgdo (BEALL & PRIVITERA, 1973). Altos valores também sio encontrados no
enceéfalo. Comparagdes dos teores de glicogénio no tecido nervoso das tartarugas
indicam elevagdes em torno de uma ordem de magnitude em relagdo aos vertebrados
ndo mergulhadores (HOCHACHKA & SOMERO, 1984). Na tartaruga Pseudemys
scripta elegans, o conteudo glicogénico do encéfalo apresenta-se seis a nove vezes
mais alto do que aquele de camundongos e duas a trés vezes maior do que os valores
detectados no cdo e no gato (McDOUGAL et al., 1968). Em Chrysemys dorbigni, a
concentragdo do glicogénio no encéfalo € o dobro daquela observada em ratos. Além
disso, estas reservas modificam-se de acordo com as estagdes do ano, sendo que as
menores médias foram obtidas na primavera. No verdo ocorreu um pequeno

acréscimo, que foi ainda maior no outono, e se intensificou no inverno (PARTATA &

MARQUES, 1994).

Esta alta reserva glicogénica presente no tecido nervoso de tartarugas parece
ter importancia ndo apenas durante a anoxia, mas também nas situagdes de falta ou
redu¢do no fornecimento de glicose. PARTATA (1992) demonstrou que a
administragdo de insulina na dose de 1,0 mg/kg de peso corporal, apos o intervalo de
72 horas, reduziu significativamente o feor do glicogénio enceféalico da tartaruga
Chrysemys dorbigni. Neste estudo também foi evidenciado que ao final do jejum de

30 dias houve uma tendéncia de queda nesta reserva. Outro apoio a esta hipotese é
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sugerido pelo trabalho de Plisetskaya (1968), onde a autora salienta que a reserva
glicogénica do encéfalo constitui uma das fontes de glicose durante periodos
hipoglicémicos longos e severos. Além disso, observa-se que a reserva glicogénica
encefélica € alta nos animais que normalmente passam por situagdes isquémicas e de

restrigdo no fornecimento de glicose ao longo de suas vidas (McDOUGAL et al.,

1968).

Por outro lado, ha estudos histoquimicos e eletrofisioldgicos demonstrando a
sobrevivéncia de neurénios de tartarugas submetidas & anoxia mesmo quando a via
glicolitica esta inibida (XIA et al., 1992). Segundo este trabalho, a sobrevivéncia do
tecido nervoso nesta condigdo poderia resultar de diferentes mecanismos tais como, a
utilizacdo de mutiplos substratos como fonte de energia, a redugdo do consumo
energético e a habilidade de poder alterar as propriedades da membrana a fim de

limitar a utilizagdo e a necessidade de ATP.

1.2- Papel da histoquimica no estudo do sistema nervoso

Atualmente, para a determinagdo do padrio de atividade regional do tecido
nervoso € comum o uso de métodos de mapeamento metabélico. Estes estudos
baseiam-se na medida de pardmetros tais como, a taxa de utilizagdo da glicose, o
fluxo sanguineo e a atividade de enzimas oxidativas, como marcadores da atividade
funcional dos neurénios. Isto deve-se ao conceito fundamental do método, o qual
estabelece que a utilizagdo energética do encéfalo encontra-se acoplada a atividade
funcional dos neurdnios (revisado por DIROCCO et al., 1989; ERECINSKA &

SILVER, 1989). Deste modo, estas técnicas metabodlicas constituem uma maneira de
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avaliar a atividade funcional de cada regiio do neuroeixo, tanto nos estados basais

como apds manipulagles experimentais.

Para a identificagdo das regides do encéfalo envolvidas em determinada
atividade utilizam-se procedimentos histologicos. No entanto, para se conhecer o
padrdo metabolico de cada uma destas areas, tornou-se necessario a unido entre a

histologia e a bioquimica, resultando na histoquimica.

A abordagem histoquimica tem sido e é muito atil para 0 mapeamento da
distribui¢do de enzimas metabdlicas em areas particulares do tecido nervoso e para o
entendimento da filogenia e da ontogenia do encéfalo dos vertebrados. Seus métodos
permitem a determinacdo da expressio de uma dada enzima ou qualquer outra
substdncia neuroativa, como por exemplo, um neurotransmissor e/ou
neuromodulador, durante o desenvolvimento de uma espécie qualquer, ou nos
diferentes representantes atuais dos vertebrados. Essas técnicas, além de fornecer a
distribui¢@o destas substéncias consideradas, possibilitam determinar sua possivel co-
localizag@o nas diferentes areas encefalicas. Também permitem o estabelecimento da
relagdo estrutura-fungdo para uma determinada regido do encéfalo ao fornecer dados
de sua atividade funcional, tanto no estado basal como nas diferentes situagGes

experimentais (ADAMS, 1965).

1.3- Breve revisio historica da histoquimica e dos estudos do sistema nervoso
A histoquimica é uma ciéncia muito antiga. De acordo com Pearse (1968), ela

¢ tdo antiga quanto a histologia. Os primeiros relatos de sua utilizagdo na investigagéo



o

ey

PN

PN

o,

22

cientifica datam de 1800. No entanto, foi apenas a partir de 1830 que a histoquimica
tornou-se uma ciéncia. Seus primeiros modelos experimentais foram as plantas. Com
isto, pode-se dizer que a origem da histoquimica foi no estudo dos vegetais. A
utilizag@o de animais como modelos neste campo da investigag@o teve inicio em 1856.
A partir desta data ocorreu uma grande publicagdo de trabalhos cientificos e livros
sobre este assunto. A relagdo seqiiencial destes artigos e livros estdo bem
apresentados na revisdo historica de Pearse (1968). Resumidamente, pode-se dizer
que no decorrer desse periodo, desenvolveram-se diversas técnicas, as quais
empregavam varios tipos de corantes. Como alguns exemplos, podem ser citados o
emprego histoquimico da rea¢do do iodo, o uso da reagdo xantoprotéica para a
demonstragéo de proteinas, a utilizagdo do acido hidrocloridrico para carboidratos, o

emprego de diversos corantes como indicadores de pH e o método do azul de Prassia

para a demonstragdo de ferro.

O uso das enzimas nas técnicas histoquimicas teve inicio em 1861. Porém,
inicialmente, estas foram usadas apenas na digestdo de tecidos. Somente a partir de
1866 € que apareceram estudos demonstrando sua localizagdo em tecidos. As
primeiras enzimas a serem demonstradas foram as peroxidases, seguidas pela
citocromo oxidase. De la para ca, houve uma explosio de estudos, os quais
envolveram distintos tipos enzimaticos. Ainda hoje, essas técnicas sio extremamente
utilizadas, basta ver o grande nimero de publicagdes. Uma pequena parte destas

podem ser encontradas nas referéncias bibliograficas do presente trabalho (PEARSE,

1968).
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Por outro lado, o estudo do sistema nervoso é muito jovem. Pode-se dizer que
ha 100 anos aproximadamente o conhecimento deste tecido restringia-se as células e
seus circuitos. A partir de 1897, demonstrou-se a existéncia de sinapses e ocorreram
os primeiros registros diretos de atividade elétrica do neur6nio. Somente ha uns 15
anos atras é que foi possivel analisar diretamente os mecanismos moleculares que
controlam a diferenciagdo das células nervosas e a expressdo de suas propriedades

funcionais (SHEPHERD, 1994).

Este atraso nos estudos desse tecido resultou da “mistificagdo” criada em torno
desse 6rgdo. Apesar da neuroanatomia ser uma ciéncia muito antiga, a qual surgiu no
inicio da civilizagdo, seus estudos basearam-se em elocubragdes e dissecagles
grosseiras até o século 19. Isto deve-se as muitas proibigdes religiosas e tabus criados
em torno deste sistema. Na era aristoteliana, o encéfalo era visto como algo
totalmente metafisico. Acreditava-se na existéncia de uma hierarquia natural, onde o
homem ocupava o cume dessa pirdmide hierdrquica e os animais constituiam
degradagbes da esséncia humana. Porém, a partir do final do século 18, esta
concep¢do comegou a ser substituida pelas idéias da anatomia transcendental.
Segundo esta filosofia, havia um plano geral abstrato a partir do qual a complexidade
do tecido nervoso aumentava até alcangar um maximo no encéfalo humano. Desta
forma, os animais passaram a ser analisados como progressdes até o cume da
evolugdo. Apesar desta mudanga, este periodo foi ainda essencialmente metafisico.
N&o havia o conceito de continuidade entre as espécies e as transformagSes eram
consideradas apenas como analogias. Todavia, as relagdes inter-especificas

apresentadas por Darwin (1858) trouxeram modificagdes nesta visdo do sistema
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nervoso. A partir destas idéias, este 6rgdo comegou a ser analisado como uma
estrutura que possuia relagdo temporal. Muito embora ainda prevalecesse os
conceitos do plano primitivo, apareceram as hipoteses das variagdes adaptativas nas
diferentes espécies, refletindo a sele¢do natural preconizada por Darwin. No periodo
posterior a este, ou seja, na época Pds-Darwiniana, ocorreu a introdugio das técnicas
histologicas, as quais transformaram a neuroanatomia em uma ciéncia microscopica,
onde um de seus objetivos consistia em tragar a filogenia do encéfalo. Assim, pode-se
dizer que a neuroanatomia iniciou-se no século 19. Deste século até o presente
momento, trés periodos caracterizam esta ciéncia. O primeiro, compreendido pelo
intervalo de 1890-1950, representa a fase da neurohistologia. Nele encontram-se os
trabalhos classicos de Golgi, Ramon y Cajal, Ariens-Kappers, Herrick & Crosby. E
considerada a idade de ouro da neuroanatomia. Porém, devido ao pequeno nimero de
técnicas histologicas, estes pesquisadores foram limitados em seu trabalho. O segundo
periodo, representado pela década de 1950-1960, caracteriza-se pelo abandono da
neurohistologia e pelo comeco da utilizagdo das técnicas eletrofisioldgicas para as
inferéncias morfologicas. O terceiro periodo, o qual se inicia a partir de 1960 e chega
até o presente momento, refere-se 4 introdugdo de novos métodos anatdmicos
experimentais para o estudo do encéfalo. Dentre estes encontram-se as técnicas de
tragamento de vias e de imunohistoquimica, bem como a neuroanatomia molecular

(REPERANT et al., 1993).

Com base nesse pequeno historico, fica clara a importancia dos estudos do
encéfalo dos animais ndo pertencentes a Classe Mammalia para a compreensdo da

evolugdo deste 6rgdo. Quanto maior o nimero de informagdes sobre o tecido nervoso
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dos vertebrados, maior o conhecimento do processo evolutivo deste tecido. Desta
forma, os estudos histoquimicos do encéfalo de qualquer representante dos
vertebrados adquirem significativa relevancia, principalmente naqueles animais que
ocupam posi¢des estratégicas durante o processo evolutivo, como é o caso das

tartarugas.

1.4- Glicogénio no encéfalo da tartaruga Chrysemys dorbigni

O estudo histoquimico da reserva glicogénica do encéfalo da tartaruga
Chrysemys dorbigni revelou que este polissacarideo encontra-se amplamente
distribuido pelo neuroeixo, localizando-se em somas e prolongamentos de células de
diversas regides desse tecido. No telencéfalo, a reagdo positiva ocorreu nos
glomérulos olfativos, na camada de fibras olfativas aferentes, em alguns neurdnios da
eminéncia dorsal ventricular e em escassas células corticais. No diencéfalo, observou-
se positividade nos nicleos rotundus e reuniens, e nos neurénios dos nucleos ventrais
hipotaldmicos. No mesencéfalo, os neurdnios positivos a este tratamento localizaram-
se no nucleo do V par (porgdes medial e lateral), nos nicleos motores do III e do IV
pares cranianos, no torus semicircularis, nos nicleos do istmo e rubro, no nucleo
interpeduncular e na substincia nigra. Na medulla oblonga, a reatividade ocorreu nos
nucleos reticulares superior, médio e inferior, nos nicleos superior e inferior da rafe,
nos nucleos motores do V, VI, VII, X e XII pares cranianos, no nucleo vestibular
(porgdes superior, lateral e descendente), no niicleo coclear e no nicleo do trato
solitdrio. Na medula espinal, regido cervical alta, a positividade restringiu-se aos

motoneurdnios. Os plexos cordides e as células ependimarias dos diferentes
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ventriculos também apresentaram-se positivas. Esta reagdo também ocorreu nos

tanicitos do diencéfalo (PARTATA & ACHAVAL-ELENA, 1995).

PARTATA (1992) salientou que esta distribuigdo glicogénica teve alguma
similaridade com aquela descrita em ratos, estando, porém, este polissacarideo mais
concentrado no encéfalo da tartaruga. Neste animal, esta reserva predominou nas
areas filogeneticamente mais antigas, enquanto no rato, ao contrario, o glicogénio
localizou-se nas regides mais recentes (GHOSH & GUHA, 1978). Este resultado €

intrigante e estimula uma maior abordagem neuroquimica do encéfalo de tartarugas.

1.5- Marcadores funcionais

Como salientado anteriormente, os métodos de estudo regional do sistema
nervoso permitem o estabelecimento das relagGes estrutura-fung¢do, as quais sdo
importantes para o entendimento do funcionamento deste tecido e permitem maiores
inferéncias evolutivas por relacionar areas homologas e analogas. Atualmente, os
estudos para a analise da fungdo regional do encéfalo utilizam diversas substancias
participantes dos processos bioquimicos deste tecido, as quais passam a ser referidas
como marcadores funcionais. H4 uma vasta quantidade destes marcadores, porém,
neste trabalho serdo abordadas as enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-diaforase). A escolha
destas enzimas deve-se a suas vantagens como marcadores neuronais. Para seu estudo
ndo ha necessidade de administra¢do intra-venosa de precursores, como € o caso da
2-desoxiglicose, e sua localizagdo histoquimica ¢ bem simples, nfo requerendo

métodos auto-radiograficos. Além disso, a atividade dessas enzimas é rapidamente
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detectada e modifica-se frente a diferentes situagdes experimentais (HARLEY &

BIELAJEW, 1992; VINCENT & KIMURA, 1992).

1.5.1- Glicogénio fosforilase

A glicogénio fosforilase € a enzima envolvida na degradag@o do glicogénio. /n
vivo, ela atua promovendo o rompimento fosforolitico dos lagos -1,4- do glicogénio,
para dar glicose-1-fosfato (MURRAY et al., 1990). In vitro, ao contrario, sua a¢do
resulta na sintese do glicogénio, por unir as pontes -1,4- (IBRAHIM, 1975). Esta
enzima existe nas formas ativa e inativa (Fig. 1). A forma ativa, chamada fosforilase a,
possui um de seus residuos serina fosforilado em uma unifio éster com a hidroxila da
serina. Por agdo de uma fosfatase especifica (fosfofosforilase-fosfatase), a enzima
pode ser inativada (fosforilase b), numa reagdo que envolve a remogdo hidrolitica do
fosfato do residuo serina. A reativagdo requer a refosforilagio com ATP por uma
enzima especifica, a fosfoforilase-quinase. A conversio da forma ativa em inativa, ou
vice-versa, € dependente da concenfrag:éo de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e
de ions calcio. O aumento da concentragio do AMPc ativa a proteina quinase
dependente de AMPc. Esta quinase catalisa a fosforilagio da fosforilase quinase-b
inativa, ativando-a em fosforilase quinase-a, que, por sua vez, através de uma outra
fosforilagdio, ativa a fosforilase-b para fosforilase-a. Os ions calcio também podem
ativar a fosforilase quinase. Tanto a fosforilase a como a fosforilase-quinase-a sdo
desfosforiladas e inativadas pela proteina-fosfatase-1, a qual ¢ inibida por uma
proteina chamada inibidor-1, ativada somente apos a fosforilagdo da proteina-quinase

dependente de AMPc (MURRAY et al., 1990).
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A primeira determinagdo histoquimica da atividade da glicogénio fosforilase foi
realizada por Yin & Sun (1947) em folhas de geranio. A utilizagdo do tecido nervoso
nestes estudos iniciou-se com o trabalho de Takeuchi & Kuriaki, em 1955. Desde
entdo, surgiram numerosos trabalhos sobre este tema. Entretanto, observa-se uma
variagdo na constitui¢do do meio de incubagio, o que resulta em uma grande
quantidade de técnicas histoquimicas para a determinagdo da atividade glicogénio
fosforilase. Alguns meios utilizam glicogénio como ativador, enquanto outros
substituem este polissacarideo pelo dextran. Em alguns meios de incubag@o ocorre a
adi¢do de insulina. J& outros adicionam este hormdnio junto com etanol. Em alguns
meios a insulina € substituida por adrenalina ou glucagon. Qutros possuem ainda
AMP em sua composi¢io, enquanto em alguns outros pode-se encontrar fluoreto de
sodio junto com AMP. Porém, todos possuem algo em comum, a utilizagdo da
glicose-/l-fosfato como substrato. Outro ponto de divergéncia € a preparagdo do
tecido a ser submetido ao método histoquimico para detecgdo da atividade dessa
enzima. Alguns autores fazem uso da fixagdo e da incluso em parafina. Outros
preferem congelar o tecido rapidamente em nitrogénio liquido e submeté-lo a cortes
em criostato. IBRAHIM et al. (1973) demonstraram que este ultimo procedimento de
preparagdo do tecido deu resultados mais completos sobre a atividade da glicogénio

fosforilase.

A técnica histoquimica para o estudo da glicogénio fosforilase em tecidos ndo
fixados permite visualizar tanto a atividade da fosforilase a como a da fosforilase total
(formas a e b), dependendo apenas da constituigdo do meio de incubagio do tecido.

Quando este meio contém glicose-1-fosfato, glicogénio ou dextran,
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etilenodiaminotetraacetato (EDTA) e fluoreto de sodio (NaF), detecta-se apenas a
atividade da fosforilase a. Isto decorre da agdo do EDTA e do NaF sobre a conversio
das formas a e b da enzima em questdo. O NaF inibe a ag¢8o da fosfatase, prevenindo
a transformagdo da forma a em b (GOLDBERG et al., 1952). Ele também inibe a
fosfoglicomutase, assim impedindo a conversdo da glicose-1-fosfato em glicose-6-
fosfato. Ha diavidas quanto ao mecanismo de agdo do EDTA sobre a atividade da
glicogénio fosforilase. Este composto foi usado pela primeira vez no meio de
incubagdo para a verificagdo da atividade dessa enzima em 1963, por Godlewski. Este
autor sugeriu que seu mecanismo de agfo consistiria na inibigdo da fosforilase b
quinase, assim impedindo a conversdo da forma b para a forma a. No entanto, HORI
(1964; 1966a; b) descreveu que este composto teria um efeito estimulatorio sobre a
atividade da enzima em questdo. Ele ativaria a adenilato ciclase, resultando na
formagdo de AMPc, o qual estimularia as duas formas da glicogénio fosforilase.
Coopersmith & Leon (1987) descreveram que a adigio de EDTA ao meio de
incubag@o serve para quelar ions calcio, os quais podem ativar a enzima fosforilase b
quinase. Apesar destas duvidas quanto a agdo do EDTA sobre a enzima glicogénio
fosforilase, este composto ainda ¢ muito utilizado na preparagdo dos meios. A adigio
de AMPc ao meio de incubagdo resulta na visualizagdo da atividade da fosforilase
total, pois este nucleotideo ativa ambas as formas da fosforilase e inibe a agdo de

fosfatases (IBRAHIM, 1975).

Ambas as formas da glicogénio fosforilase encontram-se amplamente
distribuidas no sistema nervoso (BRECKENRIDGE & NORMAN, 1962; 1965),

sendo sua localizagdo muito similar aquela descrita para o glicogénio (SHIMIZU &
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OKADA, 1957). Recentemente, HARLEY & BIELAJEW (1992) descreveram a
distribui¢do da glicogénio fosforilase no encéfalo de ratos adultos. A atividade
enzimatica esteve presente em diversas areas do sistema nervoso central, tanto na
substdncia cinzenta como na branca. Essa reagdo positiva localizou-se em neurdnios
sensoriais e motores, e na camada ependimaria. Os plexos coridides foram negativos a
este tratamento histoquimico. Além disso, a atividade da glicogénio fosforilase total e

da glicogénio fosforilase a foi similar.

Estudos histoquimicos e bioquimicos sobre a glicogénio fosforilase apoiam a
hipétese de que em alguns sistemas neurais a propor¢do dessa enzima relaciona-se
diretamente com a atividade nervosa. No cortex cerebral de camundongos,
demonstrou-se que a alta atividade glicogénio fosforilase estd associada com as
colunas de dominincia ocular (WALLACE, 1983). Woolf et al. (1984; 1985)
demonstraram que a desnervagdo e a aplicagdo de um estimulo nociceptivo periférico
induziu a elevagdo da atividade da glicogénio fosforilase a no corno dorsal e nos
motoneurdnios da medula espinal de ratos. A estimulagio elétrica de fibras do tipo C
e dos ganglios simpaticos geraram um acréscimo na glicogenolise, sugerindo uma
ativagio da atividade da glicogénio fosforilase (De RIBAUPIERRE, 1968;
LANDOWNE & RITCHIE, 1971). Em bulbo olfatério de ratos jovens, a atividade da
glicogénio fosforilase total variou apos exposi¢do dos animais a um estimulo olfativo
(COOPERSMITH & LEON, 1987). Diversos estudos bioquimicos demonstraram que
a hipoxia, a hiperglicemia, a aplicagdo de convulsivantes e a estimulagdo elétrica
aumentam a atividade desta enzima (LOWRY et al, 1964, BRECKENRIDGE &

NORMAN, 1965; KING et al, 1967, DRUMMOND & BELLWARD, 1970;
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FOLBERGRAVA, 1975). Outras situagdes que ocasionam aumento da atividade da
glicogénio fosforilase sdo a agdo de alguns neurotransmissores (EDWARDS et al.,
1974; WOOLF, 1987) e a administracdo de amfetaminas (NAHORSKI & ROGERS,
1974). J& o tratamento com barbitaricos leva a uma diminui¢do da atividade da

glicogénio fosforilase (WATANABE & PASSONNEAU, 1973).

1.5.2- Citocromo oxidase

A citocromo oxidase, também chamada citocromo aa;, € um marcador
intensivamente estudado devido ao seu papel critico no metabolismo energético. Ela é
uma hemoproteina amplamente distribuida em muitas plantas e tecidos animais. E um
componente terminal da cadeia de transportadores respiratorios encontrados nas
mitocondrias (Fig. 2) e, portanto, responsavel pela reagio em que os elétrons,
resultantes da oxidagdo das moléculas do substrato pelas desidrogenases, sdo
transferidos para seu aceptor final, o oxigénio (MURRAY et al., 1990). Esta enzima ¢
essencial para o funcionamento do sistema nervoso, pois a produgio energética deste
tecido depende praticamente do metabolismo aerdbico da glicose (SOKOLOFF,

1992). Ela constitui-se no sitio onde a energia é conservada para a sintese de ATP

(WIKSTROM et al., 1981).

O maior consumidor de ATP em neurdnios ¢ a bomba sédio/potassio, a qual
mantém o equilibrio idnico necessario para o potencial de repouso, despolarizado
durante a atividade elétrica do neurdnio (HEVNER et al., 1992). O aumento da

atividade elétrica ocasiona acréscimo da respiragdo aerdbica celular e,
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conseqlientemente, da atividade citocromo oxidase a fim de gerar mais moléculas de
ATP (Fig. 3). As mitocOndrias sdo importantes também na homeostase da
concentragdo intracelular de calcio. Deste modo, possuem um papel significativo na
comunicagdo celular, desde que a atividade sinaptica ocasiona elevag¢Ges transitorias
na concentracdo celular deste ion (MILLER, 1991). Esta unido entre atividade
citocromo oxidase e a atividade elétrica na demanda energética celular levou Wong-
Riley (1979; 1989) a postular que a intensidade de atividade da citocromo oxidase
neuronal relaciona-se diretamente com o estado funcional deste tipo celular. Assim,
quanto mais neurOnios ativos em uma dada regido encefalica, maior a atividade

citocromo oxidase em suas mitocondrias (HEVNER & WONG-RILEY, 1989).

A primeira demonstragio da atividade citocromo oxidase em tecidos ocorreu
em 1885, por Ehrlich (PEARSE, 1968). Porém, o aprimoramento na histoquimica
dessa enzima realizou-se em 1968 quando Seligman et al. introduziram a utilizagdo do
reagente osmiofilico 3,3-diaminobenzidina (DAB), no meio de incubagdo, o qual
funciona como um doador de elétrons para o citocromo ¢. Nesta reagio o DAB é
polimerizado a indamina, um polimero osmiofilico, que € detectado ao microscépio
Optico e eletronico. Muito embora esta reagdo localiza citocromo ¢ na superficie
externa da membrana mitocondrial interna e também no espago entre as cristas
mitocondriais, ela requer uma reoxidagdo continua do citocromo ¢ pela citocromo
oxidase para uma acumulag¢do adequada do produto de reagdo. Assim, ela representa
essencialmente a atividade citocromo oxidase (Fig. 4). O emprego deste método

histoquimico para o estudo da citocromo oxidase no tecido nervoso foi realizado por

Wong-Riley, em 1979. De la para ca, diversos estudos apresentam a localizagdo desta



oy

PN

N AT ey

33

enzima no tecido nervoso de diversas espécies. Em ratos, esta enzima foi encontrada
em diversos nucleos neuronais, inclusive nas areas corticais, estando presente em
diferentes tipos de neurdnios. Nesses estudos, esta enzima apresentou um padrdo
caracteristico de distribuigdo, sendo mais intensa na substdncia cinzenta do que na
branca (KRUKOFF et al., 1983; DIFIGLIA et al,, 1987, HARLEY & BIELAJEW,
1992; HEVNER et al., 1995). A atividade citocromo oxidase também ocorreu na via
auditiva central de Meriones unguiculatus (GONZALEZ-LIMA & JONES, 1994) e
na éarea cortical 3a de gatos (AVENDANO & VERDU, 1992). Em macacos, sua
localizag@o foi detectada no cortex cerebelar (LECLERC et al,, 1990) e no cortex
visual, onde formam os conhecidos “puffs” ou “blobs”, que s3o zonas

metabolicamente ativas envolvidas no processamento das cores (HORTON &

HUBEL, 1981).

Nos répteis, a atividade da citocromq oxidase foi detectada em lagartos e em
tartarugas. Na regido cortical de lagartos, essa enzima localizou-se nas trés camadas,
porém ndo houve qualquer reagdo no cortex lateral (REGIDOR & POCH, 1988). Na
tartaruga Pseudemys scripta elegans, a atividade encefalica da citocromo oxidase
ocorreu no cortex cerebral, no hipocampo, na amigdala, no talamo, no hipotalamo, no
cerebelo, no tronco encefilico e na medula espinal (XIA et al., 1992). Os estudos
bioquimicos desta enzima no encéfalo desta espécie de tartaruga revelaram que, na
regido cortical, a atividade citocromo oxidase foi apenas 25% daquele valor
observado em rato adulto e jovem, enquanto no tronco encefalico, esta percentagem

foi de 30% (XIA et al, 1992). Cabe ressaltar que, neste estudo, a atividade da
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citocromo oxidase no tecido nervoso de rato jovem foi tdo alta quanto aquela do

mesmo tecido de rato adulto.

Do mesmo modo que a glicogénio fosforilase, a citocromo oxidase também
modifica sua atividade frente a determinados estimulos. Wong-Riley (1979) observou
uma redugdo em sua atividade apds danos causados aos centros visuais. Em ratos
Brattleboro, animais incapazes de sintetizar o horménio anti-diurético, a atividade da
citocromo oxidase mostrou-se elevada nos nucleos hipotaldmicos paraventricular,
supra-optico e circularis (KRUKOFF et al., 1983). A hipoxia € outra condigdo que
resulta em supressdo de sua atividade (NELSON & SILVERSTEIN, 1994). Outras
situagdes que levam a modificagdes na citocromo oxidase sdo os disturbios cerebrais
que envolvem reducdo do metabolismo encefélico e irregularidades no fluxo
sanglineo, como por exemplo, nas doengas de Alzheimer, Huntington, Parkinson,

entre outras (WONG-RILEY, 1989).

1.5.3- NADPH-diaforase

O método histoquimico para a demonstragdo da atividade da NADPH-
diaforase no encéfalo utiliza B-NADPH como substrato e azul de nitrotetrazolio como
aceptor de elétrons. A redugdo do azul de nitrotetrazolio resulta na formagdo de um
produto chamado formazan, o qual produz uma coloragio azul escura e insolivel nas
regiGes que possuem a enzima NADPH-diaforase. A técnica inicial foi desenvolvida
por Thomas & Pearse, em 1961, os quais demonstraram a presenga desta enzima em
neurdnios corticais e em células dos ganglios basais. Posteriormente, outros estudos

evidenciaram sua atividade em diversas regies do tecido nervoso (ABE et al., 1963;
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DUCKETT & PEARSE, 1964; THOMAS & PEARSE, 1964, SHIMIZU & ABE,
1966; SIMS et al., 1974). Porém, apos este periodo, pouca atengdo foi dispensada ao
estudo da NADPH-diaforase. Entretanto, atualmente cresceu o interesse por esta
enzima. Isto deve-se ao conhecimento de que sua atividade ¢ preservada apos fixagdo
dos tecidos com paraformaldeido (MATSUMOTO et al., 1993a) e pela demonstragdo
de que ela é uma 6xido nitrico sintetase (NOS), a enzima responsavel pela sintese do
oxido nitrico (HOPE et al., 1991). Deste modo, a simples técnica para a detecgdo da
NADPH-diaforase permite a localizacdo de células capazes de sintetizar o 6xido
nitrico, muito embora a distribuicdo de ambas as enzimas ndo seja totalmente
coincidente. Valtschanoff et al. (1993) descreveram a existéncia de divergéncias na
distribui¢do da NADPH-diaforase e Oxido nitrico sintetase em hipocampo de ratos,
apesar de que o indice de similaridade foi quase 100%. No encéfalo da tartaruga
Pseudemys scripta elegans, algumas regides foram reativas 8 NADPH-diaforase e
negativas ao tratamento imunohistoquimico da éxido nitrico sintetase (BRUNING et
al., 1994). Estas areas sio o nervo e os glomérulos olfativos, os nicleos
hipotaldmicos supra-Optico e paraventricular, o 6rgdo subcomissural e o nucleo
mesencefalico do V par craniano. Esta mesma resposta foi observada por Briining et
al. (1995) em encéfalo de Carassius auratus, porém, neste animal, a positividade
manteve-se apenas no nicleo mesencefilico do V par craniano e nas células
granulares do cerebelo. Como se pode ver, as diferengas na distribuicdo destas duas
enzimas foram sempre pequenas, o que torna a técnica histoquimica da NADPH-
diaforase ainda indicada para a localizagdo de células envolvidas na sintese do oxido
nitrico, principalmente quando n3o se disponham de anticorpos especificos ou

“probes” génicas para o estudo da oxido nitrico sintetase.
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O 6xido nitrico é um radical livre resultante da oxidagdo do grupo guanidino da
L-arginina por agdo da enzima dxido nitrico sintetase; € uma hemoproteina citosolica
do tipo P450, que € regulada pelo complexo calcio-calmodulina. 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 reagio, enquanto o
NADPH parece estar envolvidlo na formagdo da N-hidroxi-L-arginina
(GROZDANOVIC et al., 1994). Alguns tipos celulares necessitam de calcio como um
cofator. A reagdo global de sintese do éxido nitrico pode ser representada da seguinte

forma:

L-arginina + NADPH + O, =¥ citrulina + NADP" + NO

O grande interesse atual pelo 0xido nitrico decorreu da demonstragdo de que
esta molécula parece atuar como um neurotransmissor e/ou neuromodulador no
sistema nervoso central. Garthwaite et al. (1988) demonstraram que ela foi liberada de
terminais axonais apos a propagagdo de potenciais de agdo, e agiu sobre moléculas
receptoras localizadas nas células pos-sinapticas. A administragdo de substincias com
efeito inibidor sobre a sintese de Oxido nitrico resultou em uma inibi¢do dessa
resposta (GROZDANOVIC et al., 1994). Além disso, demonstrou-se a localizagdo do
6xido nitrico junto com neurotransmissores classicos (UEMURA et al., 1990;
VANHATALOQO & SOINILA, 1994), sendo, inclusive, capaz de influenciar a liberagdo
de alguns deles (HIRSCH et al., 1993). No entanto, esta proposta de influéncia pre-
sinaptica do oxido nitrico € ainda muito debatida, pois de acordo com Garthwaite &

Boulton (1995) ha necessidade ainda de investigagdes experimentais mais relevantes.
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Os dados mais convincentes até o presente momento provém de estudos utilizando o
oxido nitrico endogeno, ou seja, aquele presente nos tecidos ndo estimulados (PRAST
& PHILIPPU, 1992; BUGNON et al., 1994, GUEVARA—GUZMAN et al, 1994) e
aqueles onde o oxido nitrico € gerado pela ativagdo dos receptores NMDA (DICKIE
et al., 1992; HANBAUER et al., 1992; SORKIN, 1993; MONTAGUE et al., 1994).
Contudo, em cultura de neurdnios hipocampais, ODell et al. (1991) observaram que a
exposicdo breve destas células a baixas concentragdes de oxido nitrico (5-10 nM)
resultou em aumento da freqiiéncia de pequenas correntes pOs-sindpticas excitatorias,
sugerindo uma agdo pré-sinaptica do oOxido nitrico em terminais glutamatérgicos.
Porém, a perfusdo de fatias hipocampais com Oxido nitrico na concentragdo de 100
nM ndo teve efeito sobre a linha basal da transmissdo sinaptica. Todavia, a associagdo
desse tratamento com estimulagdo tetdnica fraca (50 Hz por 0,5 s) potenciou por
longo tempo a eficiéncia sinaptica, possivelmente por um mecanismo pré-sinaptico
(ZHUOQ et al., 1993). Mas, por outro lado, ha estudos demonstrando que a perfusdo
de células hipocampais com substancias doadoras de 6xido nitrico ou com aquelas
inibidoras da conversdo da guanidina monofosfato ciclica deprimiu reversivelmente a
transmissdo sinaptica provavelmente por mecanismos pré-sinapticos (BOULTON et
al., 1994). Além disso, um estudo recente sugeriu que o 6xido nitrico pode também
afetar a captagdo de neurotransmissores, visto que substdncias doadoras dessa
molécula inibiram o transporte de dopamina, serotonina e glutamato marcados, mas

ndo o de adrenalina, em prepara¢des de sinaptossomas estriatais (POGUN et al,

1994).
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O oxido nitrico também parece regular a liberagdo de horménios do eixo
hipotdlamo-hipdfise, muito embora ocorram resultados divergentes. Em algumas
mostra-se potenciada pela inibi¢do desta molécula (KATO, 1992; CECCATELLI et
al,, 1993; COSTA et al, 1993; RIVIER & SHEN, 1994). Porém, ha evidéncias de
uma agdo estimulatoria do 6xido nitrico sobre a liberagdo de hormonios hipofisiarios

(KARANTH et al., 1993; RETTORI et al.,1993; 1994; AGUILLA, 1994).

Apesar desses resultados experimentais, permanece em debate o papel do 6xido
nitrico na neurotransmissdo central. Esta problematica decorreu do fato desta
molécula ndo preencher todos os requisitos necessarios para a definigdo de um
transmissor classico. Ela ndo € encontrada armazenada em vesiculas sinapticas, e sua
sintese, ao contrario dos classicos neurotransmissores, inicia-se quando ocorre uma

estimulagdo celular (ZHANG & SNYDER, 1995).

As discussdes também envolvem outras fungdes propostas para o oxido nitrico
no tecido nervoso. Algumas destas estdo bem definidas, como por exemplo, seu efeito
vasodilatador (FARACI & BRIAN, 1994). Em encéfalo, o Oxido nitrico parece
influenciar o fluxo sanguineo cerebral local, acoplando-o as necessidades neuronais
(GARTHWAITE & BOULTON, 1995). Porém, outras ainda sdo especulativas.
Acredita-se que o 6xido nitrico esteja envolvido na potenciagio a longo prazo (LTP),
desempenhando alguma participagdo nos mecanismos de aprendizagem e de memoria
(BOHME et al, 1991; ODELL et al, 1991; SCHUMAN & MADISON, 1991;

HALEY et al., 1992). Esta hipotese decorre de sua facil difusdo através das células e
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de sua geragdo por influxo de calcio associado a ativagdo do receptor NMDA.
Entretanto, até recentemente, nio ha evidéncias convincentes da presenca da NOS em
neurdnios piramidais CAl do hipocampo, muito embora estes mostrem reagdo
positiva a NADPH-diaforase (SOUTHAM & GARTWAITE, 1991). Todavia, ha
resultados demonstrando positividade destes neurdnios ao tratamento com anticorpo
neuronal seletivo a NOS (DINERMAN et al., 1994, WENDLAND et al., 1994). Um
outro suporte a hipotese de envolvimento do 6xido nitrico na LTP provém de
inimeros dados demonstrando que a administragdo de inibidores da NOS resultou em
bloqueio da LTP (BOHME et al, 1991; ODELL et al., 1991, SCHUMAN &
MADISON, 1991; BON et al., 1992; GRIBKOFF & LUM-RAGAN, 1992; HALEY
et al., 1992). Porém, outros dados ndo demonstram esses efeitos (WILLIAMS et al,,
1993). Os resultados divergentes levaram a sugestio de que o Oxido nitrico deve
induzir LTP apenas quando s3o utilizados estimulos muito fracos (GRIBKOFF &

LUM-RAGAN, 1992; CHETKOVICH et al.,, 1993; HALEY et al., 1993).

O oxido nitrico também parece estar envolvido na depressdo a longo prazo
(LTD). Diversos resultados experimentais mostraram que a utilizagdo de inibidores da
NOS produzem bloqueio da LTD, tanto em hipocampo (IZUMI & ZORUMSK]I,
1993) quanto em cerebelo de mamiferos (CREPEL & JAILLARD, 1990; ITO &

KARACHOT, 1990; DANIEL et al., 1993).

Outro papel atribuido ao ¢xido nitrico € seu envolvimento na neurotoxicidade
provocada pelo glutamato. Em cultura de neurbnios corticais, o tratamento com

antagonistas da NOS resultou em protegdo a neurotoxicidade (DAWSON et al,
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1991; 1993). Em camundongos, ratos e gatos, a administra¢do de pequenas doses de
nitroarginina, um inibidor da NOS, ocasionou prote¢do contra os danos provocados
pela oclusdo da artéria cerebral média (NOWICKI et al., 1991; BUISSON et al,
1992; NAGAFUII et al, 1992; TRIFILETTI, 1992; NISHIKAWA et al., 1993).
Entretanto, ha dados experimentais sugerindo um efeito benéfico do 6xido nitrico
durante a isquemia experimental. De acordo com Nishimura et al. (1991) e Moncada
et al. (1992), essa molécula agiria mantendo o fluxo sangiiineo e inibindo a agregagéo
e a adesfo plaquetaria durante o periodo isquémico. Nesta situacdo, ele também foi
capaz de bloquear os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (MANZONI et al,,
1992). Atualmente acredita-se que, pelo menos na isquemia, a produgdo de o6xido
nitrico pode ser benéfica nos primeiros minutos ou horas da ocorréncia de isquemia,

porém, apos este periodo inicial , tornar-se-ia neurotoxica (PELLIGRINO, 1993).

Apesar das interrogagdes quanto ao papel do 6xido nitrico no tecido nervoso, a
técnica histoquimica para NADPH-diaforase e o método imunohistoquimico para
NOS revelaram neurdnios positivos em diversas regides deste tecido de vertebrados.
Grande parte dos estudos referem-se a4 Ordem Mammalia. Em ratos, a NADPH-
diaforase estd amplamente distribuida pelo neuroeixo. Mas sua localizagdo ndo se
relaciona com aquela descrita para qualquer neurotransmissor, muito embora tenha
ocorrido em muitos nicleos onde se sabe existir um ou outro neurotransmissor
classico. Além disso, a reagio 3 NADPH-diaforase esteve presente em toda a via
visual desse anmimal, desde a retina até o cortex cerebral, o que sugere seu
envolvimento neste sistema (SANDELL, 1984; 1985, 1986, COBCROFT et al., 1989;

SAGAR, 1990; AIMI et al, 1991; PASQUALOTTO et al., 1991; VINCENT &
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KIMURA, 1992; VALTSCHANOFF et al., 1992). No neocortex de gamba, a
atividade NADPH-diaforase apresentou uma distribuicdo semelhante aquela
observada na Ordem Rodentia, porém diferiu daquela encontrada nesta regido de
gatos e primatas (VOLCHAN & FRANCA, 1994). Em medula espinal de ratos, a
positividade a NADPH-diaforase localizou-se nas camadas superficiais do corno
dorsal e em torno do canal central em todos os segmentos medulares. Os neurdnios
da coluna celular intermédio-lateral também foram positivos. Alguns neurdnios
reativos ainda foram observados nas camadas profundas do corno dorsal, no corno
ventral e na substancia branca. (VALTSCHANOFEFF et al. , 1992). A reatividade da
NADPH-diaforase também esteve presente nos ganglios das raizes dorsais de ratos,
gatos € macacos. Em ratos, esta atividade localizou-se nos pequenos neurdnios
sensoriais (22-32 um) e em alguns neurdnios de tamanho médio (32-50 pum) dos
ganglios dos segmentos L4 e L5 (ZHANG et al, 1993). Em macacos, esta
positividade foi detectada em pequenos neurdnios de 28-35 pm de didmetro e em
neur6nios médios de 35-50 um. Ja em gatos, a maior intensidade de reagfo ocorreu
nas menores células do ganglio dos segmentos L7-S2 (VIZZARD et al.,, 1994). Esta
reatividade da NADPH-diaforase também foi descrita na amigdala de macacos
(PITKANEN & AMARAL, 1991) e em algumas éareas do sistema nervoso central de
humanos (FERRANTE et al., 1985; ELLISON et al, 1987, SOBREVIELA &

MUFSON, 1995).

Nesses estudos, a reagdo positiva 8 NADPH-diaforase € & NOS ocorreu no
soma e nos processos das células nervosas. Além disso, algumas vezes foi possivel

verificar que, em alguns nicleos positivos, a atividade apresentou-se localizada junto
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com outras substancias neuroativas, tais como, a somatostatina, o neuropeptideo Y, a
galanina, 0 GABA, o C-PON e a acetilcolina (VINCENT et al.,. 1983; VINCENT &
JOHANSSON, 1983; VINCENT et al., 1986; SCOTT et al, 1987, KOWALL &
BEAL, 1988; VANEY & YOUNG, 1988, SCHOBER et al., 1989; VILLALBA et al,,

1989; PASQUALOTTO & VINCENT, 1991).

A distribuigio da atividade NADPH-diaforase também ja foi determinada no
sistema nervoso de diversos vertebrados ndo mamiferos. Na lampréia, esta enzima
ocorreu em neurénios e fibras de regides como o bulbo olfatoério, a glandula pineal, a
habénula, a medulla oblonga e a medula espinal (SCHOBER et al., 1994). Ela também

ocorreu em neurdnios diencefalicos da truta arco-iris (SCHOBER et al., 1993), em

células gliais do Lepomis spp. (MA, 1993) e no sistema nervoso central de Carassius

auratus (FIORILLO et al., 1993; VILLANI et al., 1994; BRUNING et al., 1995).

Nos anfibios, a atividade desta enzima foi descrita nas células amacrinas da
retina de rds (SATO, 1990a) e no 6rgdo pineal da Rana esculenta (SATO, 1990b).
Recentemente, Mufioz et al. (1996) realizaram o mapeamento da NADPH-diaforase

no neuroeixo de ra.

Nas aves, seu mapeamento foi realizado em duas espécies, na galinha e na
codorna japonesa (BRUNING, 1993; PANZICA et al., 1994). Nestes animais, sua
atividade localizou-se em diversos nucleos do neuroeixo, apresentando grande
similaridade com aquela observada em mamiferos. Esta enzima também foi

demonstrada nas células amacrinas da retina de pombos (SATO, 1990a).
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Nos répteis, a atividlade NADPH-diaforase foi descrita em lagarto e em
tartaruga. Em cortex de lagartos, a atividade NADPH-diaforase localizou-se em todas
as regides, inclusive no cortex lateral (REGIDOR & POCH, 1988). Todavia, na
tartaruga Pseudemys scripta elegans, o cortices dorsal, médio e médio dorsal
exibiram poucas células reativas. Porém, ao contrario destas areas, o cortéx piriforme
ou lateral apresentou muitas células intensamente reativas 8 NADPH-diaforase. Ja o
neuropilo de toda a regido cortical mostrou-se fortemente positivo (BRUNING et al.,
1994). Estes resultados demonstram diferengas na distribuicio da NADPH-diaforase
nos animais pertencentes a Classe Reptilia. Isto leva ao questionamento da
possibilidade de existirem diferengas inter-especificas na atividade desta enzima, uma
vez que ndo se conhece seu mapeamento em espécies pertencentes a uma mesma

ordem dessa Classe.

1.6- Modificacdes pdés-natais do sistema nervoso

De acordo com Mcllwain (1955), o desenvolvimento do sistema nervoso
abrange quatro periodos: o primeiro corresponde a fase de divisdo celular, que em
ratos e camundongos, representa a fase de formagdo da placa neural até o nascimento.
No homem, porco-espinho e porco, este periodo abrange os primeiros trés quartos da
gestagdo. O segundo periodo corresponde a fase de crescimento e diferenciagdo de
axo6nios e dendritos, onde ocorre um aumento rapido do tamanho e da complexidade
das células nervosas, bem como um pequeno aumento em seu numero. O rato
apresenta ao nascimento 94-97% do nimero de células nervosas do adulto, mas estas

continuam a crescer rapidamente até o décimo dia de vida pds-natal. No homem, este
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periodo representa os 210-280 dias de gestagdo. A terceira fase representa o periodo
de mielinizag3o rapida, a qual, em ratos, ocorre entre o décimo e o vigésimo dia apos
o nascimento. No homem, essa fase € observada aos 120 dias. O quarto periodo
representa a fase de mielinizagio lenta, sendo este o estagio final do desenvolvimento,
o qual se caracteriza pelo crescimento lento do encéfalo até atingir as proporg¢des do
adulto e a finalizagio do processo de mielinizagdo. No rato, o processo de
mielinizagdo completa-se aos 50 dias, sendo muito lento a partir do vigésimo sexto
dia. No homem, este processo parece finalizar-se aos 4 anos de idade. Todavia,
Spector (1965) desfaca que estes periodos podem receber outras subdivisdes. Por
exemplo, um estagio critico € descrito na segunda fase, pois durante esta os processos
celulares crescem e se distanciam do corpo celular, a substancia de Nissl aparece, a

atividade elétrica se inicia e 0 consumo de oxigénio aumenta.

No entanto, Alberts et al. (1994) descrevem que o desenvolvimento do sistema
nervoso abrange trés fases: na primeira, os neurénios sdo gerados por divisdo celular,
processo semelhante ao de outros tecidos corporais. Na segunda fase, ocorre a
formagdo de sinapses entre este tecido e outros alvos corporais, através do
crescimento dos ax0nios e dendritos ao longo de rotas especificas. Na terceira fase, a
qual continua durante a vida adulta, as conecgdes anteriormente formadas sio

remodeladas e refinadas de acordo com o padrdo de atividade elétrica da rede neural.

Apesar desta variagdo no numero de periodos que abrangem o
desenvolvimento do tecido nervoso, é certo que a transi¢do da vida fetal para a

neonatal constitui um periodo critico no desenvolvimento. Ha um nimero apreciavel
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de investigagOes cientificas demonstrando diversas modifica¢des morfologicas do
tecido nervoso durante os periodos pré e pos-natais (FLEXNER, 1955). Estas
observagdes levaram ao conceito de que, em mamiferos, certos animais nascem com o
tecido nervoso relativamente maduro. Estas espécies recebem o nome de animais
precoces. Como exemplo pode-se citar o cavalo, a ovelha, o porco-espinho, etc. No
entanto, ha espécies que nascem com o sistema nervoso em um estagio bem atrasado
do desenvolvimento, sendo referidas como animais ndo precoces. Nesta categoria
encontram-se o camundongo, o coelho, o cdo, o gato, etc., e, inclusive, 0 homem.
Estas espécies ndo precoces apresentam um certo grau de resisténcia a hipoxia, o qual
esta diretamente relacionado com o estigio incompleto de maturagio do tecido

nervoso (BOMONT et al., 1992).

Com relagdo ao desenvolvimento pds-natal do encéfalo de tartarugas, sabe-se
que a organogénese fundamental das estruturas telencefalicas mostra-se praticamente
finalizando ao nascimento, mas ndo seu crescimento. Assim, depois da eclosdo, a
organizagdo da eminéncia dorsal ventricular anterior do telencéfalo (ADVR) continua,
particularmente a organizagdo radial da zona interna, e a convexidade caracteristica
desta regido prossegue aumentando de tamanho. As estruturas corticais, neste
estagio, ja mostram seu aspecto maduro e comega a formagéo de colunas na area do
espessamento palial e no ADVR. Os niicleos do septo e do estriado encontram-se
bem individualizados, com o aspecto daqueles do animal adulto (MARQUES, 1994).
Por estes dados, supe-se que as tartarugas constituem exemplos de animais
precoces, estando o encéfalo ao nascimento em um estagio bem avangado do

desenvolvimento. Entretanto, nada foi encontrado na literatura a esse respeito.



.

o,

PN

PN

46

Em mamiferos, sabe-se que o desenvolvimento neural pos-natal € acompanhado
de modificagGes na atividade de diversas enzimas, as quais ocorrem tanto em animais
precoces como ndo precoces. Booth et al. (1980) relataram a existéncia de alteragio
da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo da glicose e dos corpos cetonicos

apos o nascimento destes animais.

Shimizu & Okada (1957) demonstraram, em diversas espécies de
representantes da ordem Rodentia, que a atividade da glicogénio fosforilase
apresentou modificagdes ao longo do desenvolvimento pos-natal, as quais diferiram
daquela observada para o glicogénio. Do nascimento até o quinto dia de vida, a
reatividade & glicogénio fosforilase ocorreu nas mesmas areas positivas ao glicogénio.
Entretanto, no periodo de 10 a 21 dias, essa enzima teve um acréscimo em sua
atividade, enquanto o glicogénio nio aumentou proporcionalmente. No animal adulto,
volta a semelhanga entre a distribuigdo destes compostos. Esta similaridade
ontogenética entre glicogénio fosforilase e glicogénio também foi observada no

desenvolvimento do rombencéfalo de galinha (MARMO et al., 1976).

Com relagio a citocromo oxidase, inimeros autores estudaram o padrdo de sua
atividade em distintos periodos do desenvolvimento do tecido nervoso e salientaram
que a atividade desta enzima apresenta variages durante o desenvolvimento do
encéfalo. Entretanto, a maioria deles focalizou o sistema visual (WONG-RILEY &
WELT, 1980; KAGEYAMA & WONG-RILEY, 1986; BARR et al, 1987
LACHICA et al., 1987; CASAGRANDE & CONDO, 1988; DEHAY & KENNEDY,

1988, MURAKAMI & FULLER, 1988, SHAW et al.,, 1988; WONG-RILEY et al.,
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1989; LUI & WONG-RILEY, 1990). Ja Hovda et al. (1992) descreveram que, em
gatos, a capacidade oxidativa do tecido nervoso mostrou-se baixa ao nascimento,
com excegio das regides filogeneticamente mais antigas, as quais desenvolveram uma
intensa reagdo citocromo oxidase. As outras areas apresentaram um desenvolvimento
progressivo, aumentando a atividade oxidativa a partir da 5* semana de vida pos-natal.
No entanto, atividade semelhante a do animal adulto foi observada ap6s 60 dias de
vida extra-uterina. Em medulla oblonga de ovelhas, a reatividade desta enzima diminui
durante o desenvolvimento pos-natal. Mas, antes desta queda, houve uma tendéncia
transitoria de acréscimo, a qual ocorreu apds oito horas do nascimento e regrediu
imediatamente (TAI et al., 1995). Ja em ratos de 5 dias de idade, a distribuigdo e a
intensidade de reatividade desta enzima foi semelhante aquela observada no animal
adulto (XIA et al, 1992). As pequenas diferencas observadas referem-se a atividade
enzimatica levemente superior em algumas regides encefélicas do animal recém-
nascido e a existéncia de uma maior heterogeneidade de reagdo no tecido do rato

adulto. As areas mais reativas foram: hipocampo, talamo, tronco encefalico e medula

espinal.

Outros estudos demonstraram ainda que a atividade citocromo oxidase tem

relagdo com a densidade capilar e com o fluxo sangiiineo cerebral, tanto no animal

adulto (GROSS et al., 1986; KLEIN et al., 1986; BOROWSKY & COLLINS, 1989)
como durante o desenvolvimento poés-natal (TUOR et al., 1994). Nesta ultima
situagdo, estes autores observaram que a elevagdo metabolica precede a angiogénese.
Cabe ainda destacar que, em células de Purkinje do cerebelo de ratos em

desenvolvimento, a atividade citocromo oxidase diferiu nas varias regides de um
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mesmo neurdnio, dependendo do tipo de sinapse que estava recebendo. Se a aferéncia

era excitatéria, a regido mostrava uma alta reatividade. Mas, ao contrario, se a

revelou que ha uma relagdo direta entre a atividade citocromo oxidase e o tamanho
das mitocondrias nos somas e nos dendritos das células de Purkinje. (MJAATVEDT

& WONG-RILEY, 1988).

O oOxido nitrico também parece possuir algum papel na ontogenia do sistema
nervoso. Diversos resultados experimentais conferem-lhe importancia no
desenvolvimento e na diferenciagdo deste tecido. O tratamento de cultura de células
PC12 com o fator de crescimento neuronal leva a ativagdio da NOS e,
conseqiientemente, a formagio de oxido nitrico. Esta molécula, por sua vez, parece
desempenhar um importante papel no término da fase proliferativa e na indug¢do dos
mecanismos de diferenciagdo neuronal (PEUNOVA & ENIKOLOPOV, 1995). A ela
também € conferida a fungdo de induzir a morte celular programada, a qual é
responsavel por uma perda de praticamente 50% dos neurdnios durante o
estabelecimento das conecgdes neuronais (HESS et al, 1993). Sua participagdo
também parece ser necessaria na formagdio e no estabelecimento das relagSes
sinapticas, bem como na formagdo e na segregagdo do neuropilo durante os ultimos
estagios de desenvolvimento (GALLY et al., 1990). Esta molécula também parece
estar relacionada com o desenvolvimento de neurdnios motores. Kalb & Agostini
(1993) demonstraram que a produgdo local de 6xido nitrico no corno ventral medular
poderia contribuir para a aquisicdo das caracteristicas moleculares maduras de

neurdnios motores, tais como a expressio do proteoglicano de superficie que reage
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com o anticorpo monoclonal CAT301. Além disso, a deteccdo de NADPH-diaforase
revelou um pequeno numero de células positivas no neocortex de rato recém-nascido.
Porém, estas aumentaram sua expressdo na primeira semana de vida pos-natal, sendo
que o padrdo laminar do adulto foi estabelecido ao final da segunda semana (YAN et
al, 1994). Também cabe ressaltar que o 6xido nitrico mostrou-se envolvido na
organizagdo das conecgdes do sistema retinotectal de pintos (WILLIAMS et al.,
1994). Matsumoto et al. (1993b) observaram que a distribui¢do da atividade NOS
alteraram-se durante a maturagdo do tecido nervoso. No cérebro, a reagdo da fragdo
particulada aumentou durante a primeira semana de vida pos-natal, sofrendo, logo em
seguida, uma diminui¢do, sendo que no adulto ocorreu apenas vestigio de sua
atividade. No entanto, a fragdo citosolica apresentou um pequeno acréscimo durante
esta fase. Este aumento também ocorreu na fracdo citosolica do cerebelo, mas a
fracdo particulada desta regido mostrou baixa atividade ao nascimento. Porém, esta
aumentou durante o processo de maturagdo do tecido, de modo que no adulto os

valores encontrados foram oito vezes maiores do que aqueles obtidos no animal

recém-nascido.

1.7- Alteragées no sistema nervoso central apds secciio de nervo periférico

A lesdio de um axOnio resulta em uma série de modificacGes metabolicas,
estruturais e funcionais no soma neuronal, as quais sdo chamadas reagGes retrogradas
ou axonais. Estas incluem o desaparecimento dos corpusculos de Nissl, a dilatagdo e
o arredondamento do corpo celular, o deslocamento do nucleo para o lado oposto ao
cone de crescimento axonal e o0 aumento do tamanho do nucleo e do nucléolo. Além

destas, ocorre também um deslocamento das cisternas do aparelho de Golgi para a
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periferia do neurdnio e o ancoramento da cromatina sexual na membrana nuclear
(LIEBERMAN, 1971). Por estas alteragdes, o neurénio pode sofrer degeneragdo e
morTer, ou recuperar-se completamente ou parcialmente. A recuperagdo completa
requer a reinervagdo adequada, enquanto na parcial esta reinervagdo pode ser
incompleta (LIEBERMAN, 1974). Esta recuperagdo reflete a capacidade de
reorganizagdo e crescimento de novas fibras no tecido nervoso de animais adultos.
Em ratos adultos, a lesdo de aferentes primarios, ocasionadas por compressio, sec¢do
ou aplicagdo de neurotoxinas, regenerou-se devido a brotamentos de colaterais
aferentes da raiz dorsal, resultantes principalmente da proliferagdo ou reestruturagdo
dos limites normais ou moderamente expandidos desses colaterais (MOLANDER et
al.,, 1988; HIMES & TESSLER, 1989; LaMOTTE et al., 1989; McNEILL et al.,

1990; POLISTINA et al., 1990).

Essas mudangas decorrentes da secgdo de nervo periférico foram observadas
nas células do ganglio da raiz dorsal (LIEBERMAN, 1971; JESSELL et al., 1979,
ZHANG et al., 1995a), as quais podem estender-se a medula espinal (KNYIHAR &
CSILLIK, 1976; MORADIAN & RUSTIONI, 1977; TESSLER et al, 1980;
HENTALL & FIELDS, 1983; McGREGOR et al., 1984, EL-BOHY & LAMOTTE,
1993; ZHANG et al., 1995b; ZHANG et al., 1995c) e a centros mais superiores do
neuroeixo (PERSSON et al., 1991). Dentre essas mudangas destaca-se a queda

significativa na expressao da substancia P (SP).

As primeiras evidéncias da SP ocorreram em 1931, quando von Euler &

Gaddum observaram, em extratos de tecidos nervosos e intestinais, a existéncia de



.

P

PN

51

uma substancia com efeito hipotensivo, o qual ndo era bloqueado pela atropina. No
entanto, seu reconhecimento como peptideo ocorreu em 1936, quando Von Euler
observou sua inativagio pela tripsina. Assim, a SP foi o primeiro peptideo identificado
que apresentava fung¢des neuroativas. A letra P € uma abreviagdo de “powder”, visto
que os primeiros testes farmacoldgicos utilizavam extratos em po. A determinagdo da
estrutura quimica da SP ocorreu 34 anos ap6s os estudos iniciais, quando Chang &

Leeman (1970) demonstraram que sua cadeia esta composta por 11 aminoéacidos.

Inimeros estudos relatam a presenga deste peptideo no intestino, nas glandulas
salivares, em musculos lisos, vasculares ou ndo, e em muitas areas do sistema nervoso
central de mamiferos, sendo que neste ultimo as maiores concentragdes ocorrem no
hipotalamo, no estriado, na substincia nigra, na substdncia cinzenta periaquedutal € na
medula espinal (BRADFORD, 1986, De FELIPE et al., 1989). No corno dorsal da
medula espinal, a SP esta concentrada nas fibras do trato de Lissauer e nas ldminas I e
II. Algumas fibras da ldmina I irradiam em direcdo as laminas mais profundas do
corno dorsal. A lamina III contém escassas fibras positivas, as quais aparecem
também nas ldminas V ¢ X. As fibras da ldmina V formam um plexo que se extende
dorsalmente invadindo o fasciculo dorsolateral (HUNT, 1983). O corno ventral
medular, por sua vez, expressa pequenas quantidades deste peptideo (WILLIS, 1985).
Entretanto, alta concentragdo de SP foi encontrada em células dos ganglios das raizes
dorsais (CHAN-PALAY & PALAY, 1977). Em ratos, os neurdnios contendo SP

representam 15-20% da populagdo total de células do génglio raquidiano.
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A SP do corno dorsal medular origina-se principalmente de fibras aferentes
primarias (Fig. 5). Estes axdnios periféricos, cujos corpos celulares sdo neurdnios
sensoriais localizados no géinglio raquidiano dorsal, finalizam como terminagdes
nervosas livres na pele ou na proximidade aos vasos sanglineos, enquanto sua por¢éo
central termina nas camadas superficiais do como dorsal da medula espinal
(HOKFELT et al., 1975). Cerca de 80% da substancia P provém de sua produgdo nas
pequenas células do ginglio da raiz dorsal, sendo tranportada pelas fibras aferentes
até os terminais localizados no corno dorsal medular (HOKFELT et al, 1975,
TAKAHASHI & OTSUKA, 1975, CHAN-PALAY & PALAY, 1977; JESSELL et
al.,, 1979; BARBUT et al., 1981; EL-BOHY & LAMOTTE, 1993). Entretanto, a SP
também estd presente em axonios de interneurénios medulares (HOKFELT et al,
1975; LYUNGDAHL et al., 1978) e em fibras descendentes de neurénios do tronco

encefalico que se projetam para a medula espinal (SCHOENEN et al, 1968;

JESSELL et al., 1978).

A SP parece estar envolvida nos mecanismos da transmissdo nociceptiva dos
mamiferos, constituindo-se em um neuromediador das fibras aferentes finas, o qual é
liberado no plexo perivascular provocando vasodilatagdo e edema (LaMOTTE et al.,
1983). As evidéncias desta participagdo foram inferidas por resultados experimentais
de imunohistoquimica, estudos iontoforéticos e por desnervagdo cirurgica ou
farmacologica, esta ultima com a utilizag@o da capsaicina, um agente neurotoxico que
destréi as fibras aferentes amielinicas provocando uma pronunciada deplegdo da SP
no trato de Lissauer, nas ldminas I e II e nas fibras rostrocaudais da medula espinal

(HOKFELT et al., 1975; CUELLO, 1978). No entanto, a expressdo deste peptideo é
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recuperada parcial ou totalmente apds 3 meses-lano de secgdo do nervo periférico
(TESSLER et al, 1985; HIMES & TESSLER, 1989; WANG et al.,, 1991), sendo
esta recuperagdo principalmente devido a outros aferentes primarios (HIMES &
TESSLER, 1989) e a células locais (TESSLER et al., 1985). A recuperagdo também
foi observada depois de rizotomia multipla (TESSLER et al., 1984; WANG et al,,
1991) e de gangliectomia (MICEVYCH et al, 1986), sendo, nestes casos,
provavelmente, o resultado de sintese do peptideo pelos neurdnios intraespinais

(MICEVYCH et al., 1986).

Em vertebrados ndo mamiferos, a distribuigdo da SP medular foi demonstrada
em alguns representantes das aves (LAVALLEY & HO, 1983), dos répteis
(LUTHMAN et al, 1991) e dos anfibios (INAGAKI et al, 1981, LOREZ &
KEMALL 1981). Os resultados mostraram uma distribuigio desse peptideo, na

medula, muito semelhante aquela observada em mamiferos.

Em medula espinal de tartarugas Chrysemys dorbigni, a detecgio
imunohistoquimica da SP revelou sua presenga em fibras pertencentes ao campo
sinaptico Ia, sendo que alguns axdnios invadiam o campo sinaptico III. Algumas
fibras positivas chegavam a cruzar a linha média (LUTHMAN et al, 1991). A
comparagdo destes resultados com aqueles obtidos com o marcador peroxidase de
rabanete (HRP) indicaram que os axOnios imunorreativos a SP consistiam em
colaterais de fibras sensoriais priméarias provenientes do ganglio da raiz dorsal, as

quais penetravam na medula pelo campo sinaptico Ia (TRUJILLO-CENOZ et al.,

1990).
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Com relagdo as enzimas consideradas no presente estudo, encontraram-se
poucos dados sobre a atividade da glicogénio fosforilase € da citocromo oxidase apos
desnervagdo periférica. Quanto as alterages da NADPH-diaforase nessa situagdo

experimental, existe maiores informagdes.

A expressdo da glicogénio fosforilase na medula espinal de ratos elevou-se
apos desnervagdo (WOOLF et al.,, 1984). Ja os resultados referentes a atividade da
citocromo oxidase apresentam-se divergentes. De acordo com Rausell et al. (1992), a
expressdo desta enzima ndo se alterou no nucleo cuneato de macacos cronicamente
rizotomizados. Porém, Goldberger et al. (1993) mostraram redugio de sua atividade
em neurdnios do nucleo de Clarke apds rizotomia dorsal de gatos. Esta mesma
resposta ocorreu no nicleo cuneato de gatos submetidos a desnervagdo de uma das
patas anteriores (AVENDANO & DYKES, 1996). Esta reducéo também foi descrita
em animais jovens. Em ratos de seis dias de idade, a desnervagdo e a remogdo da pata
dianteira provocaram uma queda na atividade citocromo oxidase do nucleo cuneato

(CROCKETT et al., 1993; FOSCHINI et al., 1994).

A lesdo do sistema nervoso periférico ocasionou aumento da expressio da
NADPH-diaforase em neurdnios do ganglio raquidiano e do corno dorsal da medula
espinal (FIALLOS-ESTRADA et al., 1993; WU, 1993; TRAUB et al., 1994, ANDO
et al., 1996). Este acréscimo de atividade dos neurbnios do géinglio raquidiano
persistiu até 50 dias (FIALLOS-ESTRADA et al,, 1993) Entretanto, o padrdo de
resposta parece depender da espécie em questio. Em macacos, ao contrario da

resposta obtida em rato, a sec¢do de um nervo periférico ndo ocasionou modificagSes
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da atividade da enzima NOS no corno dorsal da medula espinal (ZHANG et al,
1993). Este aumento da atividlade NADPH-diaforase também tem sido descrito em
motoneurdnios cranianos (JIA et al, 1994; RUAN et al, 1994; YU, 1994). No
entanto, este aumento ndo parece ser simultdneo com a atividade da NOS.
Recentemente, demonstrou-se que danos causados ao nervo facial resultaram em um
aumento da atividade NADPH-diaforase nos motoneurdnios do nucleo deste nervo no
segundo dia apds a desnervago. Porém, a expressdo NOS apareceu somente a partir
do quinto dia. Contudo, apds este intervalo de tempo, ambas as atividades
aumentaram (RUAN et al.,, 1995). Por outro lado, os motoneurdnios da medula
espinal parecem responder de acordo com a intensidade do dano periférico causado.
Em rato adulto, estas células continuaram inexpressivas a NADPH-diaforase apoés
desnervag@o periférica e sec¢do da raiz ventral da medula espinal, porém, observou-se

expressdo dessa atividade ap6s avulsdo da raiz ventral (WU, 1993).

Este acréscimo da atividlade NADPH-diaforase da medula espinal e do ganglio
raquidiano parece ser bilateral (FIALLOS-ESTRADA et al., 1993; TRAUB et al,,
1994), muito embora ocorram evidéncias experimentais sugerindo que este seja

ipsilateral ao lado da lesdo (VERGE et al., 1992; ZHANG et al., 1993).

Herdegen et al. (1993) observaram que as lesdes do fasciculo telenceféalico
medial e do tracto mamilo-taldimico induziram expressio da NOS nos somas
neuronais destes feixes, a qual persistiu até cinco meses. No entanto, ha dados na
literatura demonstrando que a atividade NADPH-diaforase ndo se modificou nas

regi®es mais superiores do encéfalo apos lesdes periféricas ao tecido nervoso, ficando
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as alteragdes restritas a medula espinal. De acordo com Traub et al. (1994), a
atividade desta enzima nas células pertencentes a substincia cinzenta periaqueductal e
ao nucleo poéstero-lateral do talamo ndo se alterou apds este tipo de tratamento.

Porém, houve aumento na expressdio da NADPH-diaforase na regido da medula

espinal.

1.8- Consideracées finais

Com base nos dados apresentados, verifica-se que ainda é muito pequena a
representagdo dos vertebrados ndo pertencentes a classe Mammalia nos estudos sobre
a atividade regional do encéfalo através do uso de marcadores funcionais. Esta pouca
significancia dificulta a elaborag¢do de hipdteses. sobre o processo evolutivo desses
marcadores e limita o conhecimento da filogenia da relagdo estrutura-fungio do
tecido nervoso. E evidente que uma maior abordagem no reino animal fornecera mais
dados para a compreensdo dos processos metabolicos do encéfalo e possibilitara
maiores inferéncias sobre a evolugdo do neuroeixo. Desta forma, julgou-se ser
importante o aprofundamento destes estudos em espécies que ocupam posigdes
estratégicas dentro da escala evolutiva, como € o caso das tartarugas. Assim, no
presente trabalho, procurou-se inicialmente realizar o mapeamento das enzimas
glicogénio fosforilase e citocromo oxidase no encéfalo de tartarugas adultas, cuja
distribui¢do do glicogénio encefilico, ja fora previamente determinado (PARTATA
& ACHAVAL-ELENA, 1995), permitindo estabelecer correlagio entre este
carboidrato e aquelas enzimas, assim trazendo mais subsidios ao conhecimento do
metabolismo encefalico de tartarugas. Para um maior entendimento da funcionalidade

deste tecido de tartarugas, realizou-se também o mapeamento da NADPH-diaforase,
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o qual permite o conhecimento da distribui¢do de células capazes de sintetizar o 6xido
nitrico nesta espécie de tartaruga. Estas determinagdes histoquimicas poderdo
contribuir para maior esclarecimento sobre a grande tolerdncia a anoxia nestes
animais, pois a glicogénio fosforilase e a NADPH-diaforase parecem ter algum papel
nessa caracteristica. Como apresentado inicialmente, um dos fatores necessarios a
sobrevivéncia de neurdnios de tartarugas submetidas a anoxia € a utilizagdo da via
glicolitica (LUTZ et al., 1985). Em mamiferos, os neurdnios positivos a NADPH-
diaforase mostram-se mais resistentes a hipoxia (FERRIERO et al., 1988; UEMURA

et al., 1990) e a danos citotoxicos (BEAL et al., 1986; KOH et al., 1986; MALCON

et al., submetido).

E possivel que o encéfalo de tartarugas apresente variag8es enzimaticas pos-
natais, assim como foi descrito em mamiferos. Todavia, dados experimentais sobre
este tema sdo ainda praticamente inexistentes. Com o objetivo de trazer contribuigSes
a esta questdo, sera apresentado o estudo das enzimas glicogénio fosforilase,
citocromo oxidase e NADPH-diaforase no encéfalo de tartarugas jovens para

comparagdo com os resultados obtidos nos animais adultos.

Visando maior entendimento do papel funcional das referidas enzimas no tecido
nervoso de tartaruga, acrescentaram-se ao presente estudo os dados referentes aos
efeitos do jejum e da secgdo de nervo periférico. Estas situagdes experimentais
baseiam-se no conhecimento de que as tartarugas podem tolerar longos periodos de
jejum, sem alterar apreciavelmente sua glicemia e suas reservas glicogénicas

(MACHADO, 1977, SILVA, 1986; PARTATA, 1992), e pela inexisténcia de estudos
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referentes aos efeitos de uma desnervacdo periférica em quelénios. Como esta
demonstrado em mamiferos que uma caracteristica desta ultima situagdo experimental
¢ a diminuigdo da expressdo da SP, considerou-se valido determinar a presenga desse
peptideo em populagdes neuronais da medula espinal e do ganglio raquidiano de

tartarugas apos a desnervagio periférica.
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O presente trabalho tem como objetivo determinar a distribui¢do das enzimas
glicogénio fosforilase, citocromo oxidase ¢ NADPH-diaforase em subpopulagoes
neuronais no sistema nervoso central de tartarugas adultas, em condigGes basais, e as
possiveis modificagdes poés-natais da atividade dessas enzimas em fungdo do
desenvolvimento, e apos distintas situagdes experimentais, como a sec¢do de nervo

ciatico e o jejum.
Para isto, foram objetivos especificos:

-Localizar, mediante procedimentos histoquimicos, a distribui¢do das atividades das
enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase em
subpopulagdes neuronais do sistema nervoso central de tartarugas Trachemys

dorbigni, adultas, em condi¢Ges basais.

-Demonstrar, por métodos histoquimicos, a distribuicio das enzimas glicogénio
fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase nas diferentes areas encefalicas de

tartarugas Pseudemys scripta elegans, jovens, em condi¢des basais.

-Realizar um estudo anatomo-temporal das variagdes das atividades das enzimas
citocromo oxidase e NADPH-diaforase no encéfalo e na medula espinal cervical alta e
lombar, bem como em génglio raquidiano de tartarugas Trachemys dorbigni, adultas,

apos a sec¢do do nervo ciatico.
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- Efetuar, mediante técnica imunohistoquimica, um estudo anatomo-temporal das
modificagdes na expressdo da SP em subpopulagdes neuronais do ganglio raquidiano

e da medula espinal cervical alta e lombar de tartarugas Trachemys dorbigni, adultas

apos a secgdo do nervo ciatico.

s,

{ -Avaliar o efeito do jejum de 90 dias sobre as atividades da glicogénio fosforilase,
citocromo oxidase e NADPH-diaforase no encéfalo e na medula espinal cervical alta

de tartarugas Trachemys dorbigni.
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1- Animais: Procedéncia e Manutencao
Para este estudo foram utilizadas tartarugas Chrysemys dorbigni, atualmente
denominadas Trachemys dorbigni segundo critérios de Seidel & Smith (1986), e

Pseudemys scripta elegans.

Os espécimes Trachemys dorbigni eram animais adultos, de ambos os sexos,
com peso médio de 900 gramas, as quais procediam do municipio de Guaiba,
adjascente a Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Os animais foram coletados
com a devida autorizagdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA), Licengas nimeros 138/91 e 031/95 - DEVIS.

As tartarugas Trachemys dorbigni eram coletadas a mdo em seu ambiente
natural e trazidas para o Biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, onde permaneciam em tanques especiais localizados em
ambiente aberto, contendo agua constantemente renovada € uma porgdo central com
terra. As tartarugas eram alimentadas ad /ibitum com carne bovina moida e figado de
galinha durante um periodo de adaptagdo de no minimo uma semana antes de serem

utilizadas nos trabalhos experimentais.

Dada a impossibilidade de obten¢dio de Trachemys dorbigni jovens, optou-se
pela utilizagdo de exemplares da tartaruga Pseudemys scripta elegans que eram
facilmente adquiridas em lojas especializadas em venda de animais. Estas tartarugas
de ambos os sexos, com peso médio de 8 gramas permaneciam no laboratério em

caixas de plastico, contendo 4agua e pedras em seu interior. Também foram



S

L s N N

P NN

e

L T N S T N N T i T

Ry

64

alimentadas ad libitum com carne bovina moida e figado de galinha durante um

periodo de adaptagio de quinze dias.

Cabe ressaltar que em nenhum momento os animais foram submetidos a maus
tratos ou sofrimento desnecessarios, sendo que seu uso estava estritamente dentro da
lei n® 6.638 de 8 de maio de 1979, a qual regulamenta o uso de animais para a pratica
didatico-cientifica. O numero de tartarugas utilizado para o estudo da atividade de
cada uma das enzimas e da expressdo da SP em condigdes basais ou experimentais foi

de 2 a 3 animais,

2- Preparacio dos tecidos para as técnicas histoquimicas

2.1- Glicogénio fosforilase: Para o estudo da enzima glicogénio fosforilase no
sistema nervoso central das espécies Trachemys dorbigni e Pseudemys scripta
elegans, as tartarugas foram decapitadas e o encéfalo e a medula cervical alta
rapidamente retirados, sendo, em seguida, congelados em isopentano resfriado em
nitrogénio liquido. Ap0s isto, cortes coronais de 25 um de espessura foram obtidos
em criostato (LEITZ DIGITAL 1720) a uma temperatura de -15°C e montados em
laminas tratadas com gelatina cromo-alimen. Esta solugdo de cromo-alimen era
preparada com 0,3 g de sulfato de potassio cromico, 3 g de gelatina e 500 ml de agua
destilada quente (40°C). As laminas eram deixadas secar a temperatura ambiente por

um periodo de 10 a 20 minutos e, em seguida, submetidas a técnica histoquimica para

a glicogénio fosforilase ( WOOLF et al., 1985).
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2.2- Citocromo oxidase: Para a demonstragdo da atividade da enzima citocromo
oxidase nas espécies de tartarugas em estudo, estas foram submetidas a uma perfusdo
intra-cardiaca. As tartarugas Trachemys dorbigni foram, inicialmente, anestesiadas
com pentobarbital sodico (Abbott), via intraperitoneal, a uma concentragdo de 25
mg/mi/kg de peso corporal. Apos a retirada do plastrdo com o auxilio de uma serra
elétrica (Asclepios), localizava-se o coragdo e o cone arterial. Estando visualizado
este o0rgdo, procurava-se afasta-los dos tecidos a sua volta com o intuito de deixa-los
completamente isolados. Em seguida, 1000 Ul/kg de heparina (Liquemine, Roche) era
injetada no ventriculo cardiaco para evitar a formagdo de coagulos. Apos isto,
realizava-se uma incisdo no ventriculo e por esta fazia-se passar a canula do aparelho
perfusor. Uma vez visualizada a ponta da canula na aorta ascendente, a mesma era
fixada por meio de uma pinga fazendo-se passar 250 ml de solugdo salina para a
lavagem da arvore vascular. Imediatamente apds a fixagdo da pinga e inicio da
passagem de solucdo salina na aorta, fazia-se uma incisdo na auricula direita para que
todo o sistema sanguineo e de perfusdo tivesse saida. Ao término desta lavagem,
deixava-se passar pelo sistema perfusor 250 ml de solu¢do de paraformaldeido 4%
(Reagen) diluido em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 (TP) contendo 0,2% de
gluteraldeido (Sigma) para fixagdo dos tecidos. Terminada a perfusdo, o encéfalo e a
medula espinal cervical alta eram retirados com o auxilio de um saca-bocado e
colocados em solugdo de paraformaldeido 4% diluido em TP por 2 horas 4 4°C em
agitacdo continua. Esgotado este periodo de tempo, os tecidos eram crioprotegidos
em solugdo de sacarose 15 e 30%, preparada em TP, e deixados a 4°C até afundar em
agitacdo continua. Cortes coronais de 50 pum de espessura eram obtidos em

micrétomo de congelagdo (LEITZ), os quais eram coletados em frascos de vidro
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contendo TP & 4°C, sendo, em seguida, submetidos a técnica histoquimica para a

citocromo oxidase (WONG-RILEY, 1979).

As tartarugas Pseudemys scripta elegans foram anestesiadas conforme descrito
para a outra espécie. A abertura do plastrio foi feita com uma tesoura dada a
fragilidade dessa estrutura e a perfusdo realizada com o auxilio de uma seringa de 1
ml. Para esta, utilizaram-se 3 ml de solugdo salina e 3 ml de solu¢do de
paraformaldeido 4% em TP contendo 0,2% de gluteraldeido. Os outros
procedimentos foram iguais, porém os cortes dos tecidos foram realizados em
criostato (LEITZ DIGITAL 1720) e coletados em laminulas tratadas com gelatina
cromo-alimen devido ao seu pequeno tamanho. Estas laminulas contendo os cortes
permaneciam 15 minutos a temperatura ambiente para melhor adesio do tecido a
laminula e, em seguida, eram submetidas ao mesmo método histoquimico da

citocromo oxidase utilizado para as tartarugas Trachemys dorbigni.

2.3- NADPH-diaforase: Para a detec¢do da atividade da enzima NADPH-diaforase,
as tartarugas Trachemys dorbigni e Pseudemys scripta elegans foram decapitadas e,
imediatamente, retirados o encéfalo e a medula espinal cervical alta, os quais foram
rapidamente colocados em solugido de paraformaldeido 4% diluido em TP contendo
0,2% de glutaraldeido (Sigma). Nesta solugdo, os tecidos permaneciam por 2 horas a
4°C. Em seguida, estes eram pos-fixados, por 2 horas a 4°C, em uma solugdo de
paraformaldeido 4% diluido em TP. Ao término deste periodo, os tecidos eram
crioprotegidos em solugdo de sacarose 15 e 30%, diluida em TP, e deixados a 4°C,
em agitagdo continua, até afundar. Em seguida, os tecidos foram seccionados

coronalmente (100 um) em micrétomo de congelagdo (LEITZ), coletados em frascos
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de vidro contendo TP e submetidos a técnica histoquimica para NADPH-diaforase

(VALTSCHANOFF et al., 1992).

Os cortes do encéfalo das tartarugas Pseudemys scripta elegans foram
realizados em criostato (LEITZ DIGITAL 1720) e coletados em laminulas tratadas
com gelatina cromo-alimen, as quais permaneciam 15 minutos & temperatura

ambiente, sendo, logo apods, tratadas de acordo com a técnmica histoquimica da

NADPH-diaforase utilizada para Trachemys dorbigni.

3- Tratamento dos animais

3.1- Desnervacio Periférica: Inicialmente os animais eram anestesiados conforme a
técnica descrita por Bello & Bello-Klein (1991), a qual esta esquematizada na Figura
6 . O animal era imobilizado em um aparelho proprio para quel6nios, o qual consiste
de dois semi-anéis articulados entre si que permite abri-los ou fecha-los conforme a
necessidade. Quando fechados em torno do pescogo da tartaruga nio permite que
esta o retire. O anel inferior, por sua vez, se encontra fixado a uma placa de metal
onde o animal permanece apoiado. Uma das extremidades de uma cénula plastica (PE
100) era introduzida na glote do animal e a outra conectada a um frasco de vidro.
Este ultimo continha chumagos de algoddo embebidos em éter e uma cobertura
plastica com algumas pequenas perfuragSes. Estando o animal bem relaxado, o
membro posterior direito era firmemente seguro por um pedago de esparadrapo e
injetado 1,0 ml de xilocaina 2% (Astra) em varios pontos para permitir a incisdo dos
tecidos moles, através dos conhecidos procedimentos cirirgicos, a fim de visualizar o

nervo ciatico do animal. Visualizado este nervo, procurava-se afastar os tecidos a sua
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volta com o intuito de deixa-lo completamente isolado. Em seqiiéncia, dois fios de
sutura de algoddo eram colocados debaixo do nervo d«; tal forma que uma distancia
de dois centimetros permanecesse entre eles. Neste estdgio dava-se nos nos fios de
sutura e, em seguida, cortava-se o segmento do nervo localizado entre os fios de
sutura. Antes de suturar o corte, um oitavo de um comprimido floxinol (Millet Roux)
era raspado e colocado em todo a area com o objetivo de evitar a formagdo de um
processo infeccioso. Feito isto, a incisdo era suturada com fio de algoddo. O tipo de
sutura escolhido foi a sutura de Wolff por ser a mais indicada nos casos de maior
tensdo (LAZZERI, 1977) e por acreditar que esta podia vedar melhor a cisdo. Em
seguida, a area suturada era recoberta com uma solugdo de celoidina 4% (Merck). Ao
final, o animal era retirado da placa de contengfo, colocado em um recipiente com
agua e mantido no laboratorio. Estes animais foram utilizados apos 7 e 15 dias, 1,2 e
3 meses apos o procedimento cirurgico. Neste intervalo de tempo era oferecido
alimento ad libitum aos animais. Os animais controles permaneciam nestas mesmas

condigGes ambientais, porém ndo eram submetidos a secgdo do nervo ciatico.

3.2- Tartarugas submetidas ao jejum: Para este estudo, utilizou-se tartarugas
Trachemys dorbigni, adultas, as quais eram transferidas para recipientes com agua,
onde permaneciam sem qualquer alimento por 90 dias. Apos o término deste periodo,
estes animais foram sacrificados por decapitagdo para a retirada do encéfalo e da
medula espinal cervical alta e preparados conforme as técnicas descritas anteriormente
para a determinagdo da expressio das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo
oxidase € NADPH-diaforase. Os animais controles consistiam naquelas tartarugas

utilizadas nos estudos de distribuigdo destas enzimas no sistema nervoso central desta

espécie de tartaruga.
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4- Procedimentos Histoquimicos

As atividades das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-
diaforase foram detectadas nos cortes de encéfalo e de medula espinal cervical alta
das tartarugas Trachemys dorbigni adultas e Pseudemys scripta elegans jovens,
conforme as técnicas descritas logo a seguir. Deve-se ressaltar que estas
determinagGes foram efetuadas tanto nos animais em condigdes basais como naquelas
tartarugas Trachemys dorbigni submetidas ao jejum de 90 dias. Nos animais
desnervados, realizaram-se apenas as determinagdes histoquimicas da citocromo
oxidase e da NADPH-diaforase. Néo foi realizada a técnica da glicogénio fosforilase
pela impossibilidade de retirada rapida dos ganglios e da medula espinal lombar. Para
comprovar se a reagdo desenvolvida pelas técnicas correspondiam a atividade das

respectivas enzimas, realizava-se a incubagdo de alguns cortes em meio sem substrato.

4.1- Glicogénio Fosforilase: Para a demonstragdo da atividade glicogénio fosforilase
utilizou-se a técnica descrita por Woolf et al. (1985). No entanto, modificou-se o
tempo de incubagdo dos cortes devido a maior atividade glicogénio fosforilase
encefalica na tartaruga. Os cortes montados em laminas gelatinizadas foram incubados
no meio para a glicogénio fosforilase por 15 minutos a 37°C. Este meio era composto
por 200 mg de etilenodiaminotetraacetato dissodico, 160 mg de NaF, 4 g de dextran -
40.000 PM - (Sigma), 800 mg de a-d- glicose-1-fosfato (Sigma) e 90 ml de tampédo
aceto-acetato 0,1 M, pH 5,6. Para completar o volume final de 100 ml deste meio,
acrescentava-se agua destilada. O pH final de 6,0 foi conseguido pela adi¢do de
algumas gotas de hidroxido de sodio 0,1 N e medido em pHmetro (Digimed). Assim,

desta forma, este meio permitia visualizar a atividade da glicogénio fosforilase a. Para



£ e

Ay

o,

NI NP

S

N

S,

LN

.y

70

a demonstragio da enzima glicogénio fosforilase total, agregava-se a este meio
adenosina monofosfato (Sigma) a uma concentragdo de 2,3 mM. Terminado o
periodo de incubagdo, as ldminas eram escorridas, fixadas em alcool 40% por trés
minutos e submetidas a um banho de trés minutos em solug@o de lugol com sacarose
11%. Este banho visava revelar a atividade enzimatica. Apds o banho, as ldminas
eram lavadas rapidamente em solugdo salina, para remogdo do excesso de solugdo de
lugol, montadas em solugio de lugol com glicerol (1:1) e cobertas com laminulas. A
reagdo positiva era evidenciada por uma coloragdo marrom ou azul violacea no

citoplasma das células.

4.2- Citocromo oxidase: Para a observa¢do da atividade desta enzima, os cortes
“free-floating” dos animais adultos e as laminulas contendo o tecido seccionado das
tartarugas jovens foram incubados por 4 horas a 37°C no meio para citocromo
oxidase descrito por Wong-Riley (1979). Este meio era constituido por 50 mg de
diaminobenzidina (Sigma), 90 ml de TP, 23 mg de citocromo oxidase tipo III (Sigma)
e 4 g de sacarose (Reagen). Ao final do periodo de incubagio, os cortes eram lavados
3 vezes em TP, coletados em ldminas gelatinizadas e deixados secar a temperatura
ambiente. Em seqiiéncia, estas lidminas eram hidratadas em agua destilada e
submetidas a um banho de vapor de tetroxido de 6smio (Merck), por 3 minutos, para
intensificar a coloragdo da reagdo. Apos isto, as 1dminas eram desidratadas em élcoois
crescentes, clareadas em xilol e cobertas com balsamo do Canada e laminulas. As

células positiva apareciam com uma coloragdo marrom.

4.3- NADPH-diaforase: A atividade desta enzima foi demonstrada pela técnica

descrita por Valtschanoff et al. (1992). Os cortes “free-floating” dos animais adultos e
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as ldminulas contendo o tecido seccionado das tartarugas jovens eram colocados em
solugdo de triton X-100 diluido em TP por 10 minutos sob agitagdo continua
(Agitador Orbital, Mod. 255-B, FANEM). Ao término deste periodo, esta solugdo foi
substifuida pelo meio de incubagdo, o qual continha 0,5 mg/ml de B-NADPH (Sigma),
0,2 mg/ml de azul de nitrotetrazdlio (Sigma) e tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,4
contendo 12 pl de triton X-100. Neste meio, os cortes eram pré-incubados, em
agitacdo constante, por 5 minutos a temperatura ambiente, sendo, em seguida,
colocados a 37°C, onde permaneciam por 4 horas. Apos isto, os cortes eram lavados
3 vezes em TP, coletados em ldminas gelatinizadas, desidratados em alcoois
crescentes, clareados em xilol e cobertos com balsamo do Canada e laminulas. As

células positivas apresentavam coloragdo azul violeta no corpo e nos prolongamentos.

S- Procedimentos utilizados para os animais com desnervagiio periférica

As tartarugas desnervadas foram inicialmente anestesiadas e submetidas a uma
perfusdo intra-cardiaca conforme descrito no item 3.2. Apos este procedimento, o
encéfalo e a medula espinal cervical alta foram rapidamente retirados e colocados em
uma solugdo de paraformaldeido 4% em TP por 3 horas a temperatura ambiente.
Durante este periodo, procedia-se a retirada da medula espinal lombar, a nivel do
segmento 20 (Fig. 7), e dos ganglios raquidianos. Para isto, visualizavam-se os nervos
ciaticos, os quais eram dissecados retrogradamente em seus trés ramos proximais até
as emergéncias na coluna vertebral. Ap6s uma laminectomia completa da regido,
dissecavam-se os ginglios raquidianos, seguindo o trajeto de seus trés ramos até sua
origem na medula espinal, quando entdo eram seccionados e retirados em ambos 0s
lados. Durante esta retirada, tomava-se o cuidado de separar os ganglios raquidianos

do lado desnervado e do lado n3o desnervado. Além disso, extraia-se a regido
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correspondente da medula espinal lombar. Estes tecidos eram imediatamente
colocados também em solugdo de paraformaldeido 4% em TP, onde permaneciam por
3 horas em temperatura ambiente para pos-fixagdo. Ao final deste periodo, os tecidos
passavam para uma solugdo de sacarose 15 e 30%, preparada em TP, para
crioprotegé-los. Nesta permaneciam até afundar a temperatura de 4°C e em agitagdo
continua. Logo apos, cortes coronais de 50 um de espessura foram obtidos em
criostato (LEITZ 1720) a -15°C e coletados em frascos contendo tampdo a 4°C até o

inicio das técnicas histoquimicas e imunohistogimicas.

Os cortes do encéfalo e da medula espinal cervical alta foram submetidos a
técnica histoquimica da citocromo oxidase e da NADPH-diaforase. Entretanto, alguns
cortes da medula espinal cervical, aqueles da medula lombar e dos géanglios
raquidianos foram submetidos a técnica imunohistoquimica descrita por Sternberger
(1979). Todavia, alguns dos cortes destas ultimas regides citédas também receberam

tratamento para a demonstragdo da atividade da citocromo oxidase e da NADPH-

diaforase.

6- Procedimento imunohistoquimico para a SP

Para a demonstragdo da expressdo da SP em medula espinal cervical alta e
lombar, e ginglio raquidiano de tartarugas Trachemys dorbigni, adultas e
desnervadas, utilizou-se a técnica de anticorpo nido marcado de Sternberger (1979).
Para isto, os cortes receberam inicialmente uma série de pré-tratamentos para
bloquear a atividade da peroxidase endogena e alguns sitios inespecificos de unido de

anticorpos antes da incubagdo com o anticorpo primério.



o

N N

P NN

A7

73

O bloqueio da atividade peroxidasica era realizado mediante o tratamento dos
cortes com uma solugdo de metanol 10% diluida em uma solugdo de perdxido de
hidrogénio 3% preparada em PBS. Esta pré-incubacdo tinha duragdo de 30 minutos e
realizava-se a temperatura ambiente e sob agitagdo constante (Agitador Orbital, Mod.
255-B, FANEM). Apos isto, os cortes foram lavados em PBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente e em agitagdo. Esta lavagem foi realizada em 2 banhos de 15

minutos de duragdo cada um.

Para bloquear as ligagdes inespecificas, decorrentes da existéncia de multiplos
locais onde os anticorpos podem unir-se inespecificamente, devido a atragdes
hidrofobicas, reagdes eletrostaticas, pontes salinas, etc., realizava-se uma pré-
incubagdo dos cortes com soro ndo imune do animal doador do segundo anticorpo, a
cabra (STERNBERGER, 1979). Esta pré-incubagéo tinha duragdo de 30 minutos e
era feita & temperatura ambiente e em agitacdo continua. A concentragdo desta
solugdo era de 3% preparada em Triton X-100 0,4% diluido em PBS (PBS-T). O
Triton € um detergente que favorece a penetragdo dos anticorpos no tecido. Ao
término deste periodo, este meio era descartado e iniciava-se a incubagdo com o
anticorpo primario da SP (doado pelo professor J. del Rio do Instituto Cajal, Madrid,
Espaifia). Este era do tipo policlonal, desenvolvido em coelho e diluido em PBS-T na
proporgdo de 1:800. A incubagdo tinha duragio de 16-18 horas e realizava-se a 4°C e
em agitagdo continua (Agitador Orbital PA 141, PACHANE). Em seqii€ncia, os
cortes eram lavados em PBS-T nas condi¢Bes descritas inicialmente, sendo, logo
apos, incubados com o anticorpo secundario (Sigma). Este era um anticorpo de

coelho desenvolvido em cabra e tinha diluigdo de 1:50 em PBS-T. Esta incubagio
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realizou-se & temperatura ambiente durante 2 horas e em continua agitagdo (Agitador

Orbital, Mod 255-B, FANEM).

Apos isto, os cortes eram lavados em PBS-T, conforme ja descrito, e foram
incubados em uma solugdo de peroxidase antiperoxidase (PAP, Sigma) diluido 1:500
em PBS-T, durante 2 horas, a temperatura ambiente € em agitagdo continua. Este
complexo PAP reage imunologicamente com o anticorpo secundario, o qual, por sua
vez, reconhece o anticorpo primario. Por este motivo o anticorpo secundario €
também chamado de “ponte”. O complexo PAP ¢ soltvel e consta de trés moléculas

de peroxidase de rabanete (HRP), um marcador, por cada duas moléculas de

antiperoxidase.

A HRP foi revelada pelo método histoquimico de Graham & Karnovsky (1966)
por combinar-se com o substrato, o peroxido de hidrogénio (H,O,), resultando em
um complexo HRP H,0,, que pode oxidar diferentes cromogenos. A oxidagdo destes
cromogenos resulta em um precipitado, o qual adquire cor. Existem varios
cromogenos, porém o mais comumente utilizado € o tetracloreto de 3-
3diaminobenzidina (DAB). Por isto, utilizou-se uma solugdo de DAB (Sigma) 0,06%
em PBS e uma solugio de H,O, 10% em agua deionizada para a revelagdo da reagéo
imunohistoquimica. Para isto osfcortes foram incubados, em capela, por 10 minutos
na solu¢do de DAB, acrescentando, logo em seguida, 0,005% da solu¢do de H,O,. Os

cortes permaneciam neste meio até o aparecimento do precipitado marrom, o qual

ocorria em torno de 10 minutos.
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Depois desta revelagdo, os cortes foram lavados intensamente em PBS e
colocados em ldminas tratadas com gelatina cromo-alimen, cujo método de
preparagdo ja foi descrito anteriormente. Apos adesdo dos cortes a lamina, estes
foram desidratados com solugdes ccrescentes de alcool, diafanizados em xilol e

cobertos com Entellan (Merck) e laminulas.

Para a determinagio da especificidade do anticorpo utilizado para reconhecer
0 antigeno em estudo, utilizavam-se dois tipos de controles. Em um fazia-se a
substituicdo do anticorpo primario por soro normal da espécie doadora deste
anticorpo, € no outro realizava-se a substitui¢io do anticorpo primario por PBS.
Estes dois tipos de controle foram efetuados em diferentes experimentos e os
resultados obtidos foram sempre negativos, indicando que a imunorreatividade
observada era o resultado da interagdo antigeno-anticorpo primario, e ndo ocasionada

pelos anticorpos secundarios e terciarios.

Para controle das mudangas na expressdo da SP oriundas da sec¢do do nervo

periférico, compararam-se os resultados do lado ipsilateral e contralateral a

desnervagdo, servindo este ultimo como controle.

As atividades da glicogénio fosforilase, citocromo oxidase, NADPH-diaforase e
da SP no sistema nervoso central das tartarugas Trachemys dorbigni, adultas, em
condigdes basais ou apos os dois tratamentos, e Pseudemys scripta elegans, jovens
em condigdes basais, foram examinadas e fotografadas através do fotomicroscopio
NIKON OPTIPHOT-2 equipado com cdmera fotografica NIKON FX-35DX, ou

reproduzidas em desenhos esquematicos conforme Reiner (1987), o qual se baseou no
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atlas de Power & Reiner (1980). Porém, introduziram-se modificagdes nos desenhos
propostos por esses autores, pois também foram considerados os esquemas
apresentados por Anthony (1970). Os somas neuronais foram medidos com a ajuda de

uma ocular micrométrica (LEITZ).
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1- Distribuig¢@o das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-
diaforase no sistema nervoso central das tartarugas Trachemys dorbigni, adultas,

em condi¢des basais

1.1- Glicogénio fosforilase

O estudo dos cortes encefilicos com a técnica da glicogénio fosforilase
mostrou reagdo positiva em diversas regides (Figs. 8, 9, 10), sendo a distribui¢do da
glicogénio fosforilase total e da glicogénio fosforilase a exatamente a mesma. A
reacdo positiva apareceu como inclusdes granulares de tamanho variavel, de cor
marrom ou azul violaceo ou uma reagdo intensa homogénea. Esta atividade foi
visualizada nos somas neuronais, havendo, entretanto, prolongamentos reativos em
algumas regides tais como nos nicleos reticulares. A area nuclear sempre foi negativa.
Além das células nervosas, esta reagdo também ocorreu no neuropilo das areas
positivas, nas células ependimarias e nos plexos coridides. No epéndima, a atividade
glicogénio fosforilase apresentou-se com intensidade moderada, exceto na regido da
medula espinal, onde se observou intensa atividade. Uma forte positividade também
ocorreu nas células do plexo coridide. As células gliais também mostraram reagéo

positiva, a qual se apresentou sempre com forte intensidade. Os cortes controles

foram negativos.

No telencéfalo, a atividade glicogénio fosforilase foi encontrada em varias
regides. No bulbo olfatorio, ela localizou-se na camada granular (Fig. 8A) € na
camada de fibras olfativas aferentes. Na eminéncia dorsal ventricular, uma forte

positividade foi observada em alguns neurdnios (6 um de didmetro) distribuidos por
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toda sua extensdo (Figs. 8C-D, 11B). Neur6nios positivos (20 pum) também foram

encontrados na regido do estriado (Fig. 8C-D). A regido cortical (Figs. 8 B-D, 9A-B),
por sua vez, apresentou uma organiza¢io laminar, com positividade nas trés camadas

(Fig. 11A). Na camada molecular, a reagdo foi intensa e uniforme. Na camada de
células piramidais, os neurdnios (10 um) mostraram atividade intensa ou moderada. J&
a camada plexiforme apresentou granulos com coloragdo azul violaceo, indicando
uma reacdo intensa. Uma reatividade forte ocorreu em alguns neurdnios (13 um) do
cortéx piriforme (Figs. 8B-D, 9B). Outras regides positivas foram o primoérdio de
hipocampo (Fig. 8C), onde os neurdnios mediram 12 um, o tubérculo olfatério (Fig.
8B), em somas de 14 um, e o nucleo da banda diagonal de Broca (Fig. 8C), cujos
neurdnios tinham didmetro médio de 12 pm. Cabe ressaltar que estas regiGes
mostraram escassas c€lulas moderamente reativas, exceto a banda diagonal de Broca,
onde a reagdo apresentou-se intensa. A amigdala também mostrou neurdnios

positivos, os quais tinham didmetro médio de 11 um.

No diencéfalo, a reagio localizou-se nos niicleos rotundus (13 pum) e reuniens
(12 um) do télamo (Fig. 9A). Esta positividade também foi observada no nucleo
geniculado, porgSes dorsal e ventral, cujos somas mediram em média 16 um (Fig.
9A). No hipotalamo, a atividade ocorreu em toda a extensdo do nicleo periventricular
(Figs. 8D, 9A, 11C) e nos nuicleos ventrais (Fig. 9A). Estes neurdnios mediam

aproximadamente 16 e 53 um respectivamente. A regido da eminéncia média também

mostrou intensa reatividade.
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No mesencéfalo, merece destaque a forte reagdo observada no tecto Optico.
Esta ocorreu em todas as suas camadas (Figs. 9C, 11E). Ainda na regido dorsal,
observou-se positividade nas células nervosas que compde o nucleo mesencefalico do
V par craniano, tanto na porgdo medial quanto na lateral, e estes neuronios mediram
em média 66 um (Figs. 9C, 11F). Ventralmente, os neur6nios reativos pertenciam aos
nucleos motores do III (Fig. 12B) e IV (Figs. 9C, 12C) pares cranianos, 0s quais
mediram 10 e 17 um, respectivamente, ao torus semicircularis (Fig. 9C), cujos somas
tinham 11 um, e ao nucleo interpeduncular (Fig. 9C), onde as células tinham 23 pum
de didmetro médio. Ainda foram positivos os nucleos do istmo (Figs. 9C, 10A, 12A)
e rubro (Figs. 9B, 11D), tendo estes neurdnios 21 e 9 um, respectivamente, e a
substancia nigra (Figs. 9C, 12D), cujas células mediram 25 um. O nicleo dorsal da
comissura posterior também apresentou neurdnios positivos a este procedimento

histoquimico, os quais mediram 12 pm (Fig. 9B).

Na medulla oblonga, intensa reagdo foi observada nos nicleos reticulares
superior, médio e inferior, cujas células mediram aproximadamente 12 um (Figs. 10A-
D, 13C). Uma forte atividade também ocorreu em neurdnios (22 um) localizados nos
nucleos superior e inferior da rafe (Figs. 10A-E, 13C). Os nucleos motores do V
(Figs. 10B, 13A), VI (Fig. 10C), VII (Figs. 10C, 12F) e X1II (Figs. 10D-E, 13D) pares
cranianos apresentaram-se intensamente positivos. Esta atividade localizou-se em
neurdnios de 70, 24, 22 e 19 um, respectivamente. Outros grupos de células reativas
ocorreram no locus coeruleus (Figs. 10A-B, 12E), nos subnucleos superior, lateral e

descendente do nicleo vestibular (Fig. 10C-D), e no nucleo coclear (Fig. 10C). Os
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neurdnios destas areas mediram, em ordem de citagdo, 33, 16 e 18 um. A reagio
glicogénio fosforilase ainda foi visualizada em toda a extensdo do nucleo do X par

craniano (Figs. 10D-E, 13B), estando presente no nucleo do trato solitario (18 um),

no ambiguo ( 10 um) e no motor dorsal (22 pum).

No cerebelo, a atividade glicogénio fosforilase localizou-se nas camadas
granular e molecular (Fig. 10B-C). A rea¢§o na camada granular foi intensa, porém na
camada molecular esta apresentou-se fraca. As células de Purkinje foram negativas,
enquanto os nucleos proprios do cerebelo mostraram-se fortemente positivos, estando

a reagdo localizada em somas de 12 um de didmetro (Fig. 10B).

Na medula espinal, em regido cervical alta (inica regido estudada), uma forte
atividade foi encontrada nos neurénios motores (18 um) do corno ventral (Figs. 10F,
13E) e nas células comissurais dorsais (Figs. 10F, 13F), as quais mediram 10 pm.
Além destes neurdnios, esta reagdo intensa ainda ocorreu nas células gliais da
substdncia branca deste segmento medular. As células ependimarias do canal central
da medula espinal também desenvolveram positividade a este tratamento

histoquimico, sendo esta de moderada intensidade.

1.2- Citocromo oxidase

A atividade positiva da citocromo oxidase apresentou-se em forma de
inclusGes granulares de tamanho variavel, de cor marrom, ou como uma reagao

intensa difusa nio particulada nos somas neuronais de diversas regiGes do encéfalo da
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tartaruga Trachemys dorbigni (Figs. 8, 9, 10). As vezes, esta atividade enzimatica era
visualizada nos prolongamentos neuronais, como por exemplo, nos neur6nios
reticulares. A 4area nuclear sempre foi negativa. Além das células nervosas, a
reatividade também foi encontrada nas células endoteliais. O neuropilo mostrou fraca
atividade. As células gliais foram positivas a este procedimento histoquimico. Os

cortes utilizados como controle mostraram-se negativos.

No telencéfalo, observou-se uma intensa atividade nos glomérulos olfativos
(Figs. 8A, 14A). Esta positividade também ocorreu em neurdnios (15 pm) do nicleo
central da eminéncia dorsal ventricular (Figs. 8C-D, 14C), no estriado (Figs. 8C-D,
14D), em neurdnios de 17 um; no primérdio de hipocampo (Fig. 8C), cujos somas
tinham didmetro médio de 6 um; e no tubérculo olfatorio (Fig. 8B), onde as células
mediram 12 pum. No cértex, a atividade citocromo oxidase foi similar aquela
encontrada para a glicogénio fosforilase, localizando-se nas trés camadas e exibindo
um padrdo de organizagdo laminar (Figs. 8B-D, 9A-B, 14B). Porém, a camada
molecular mostrou-se dividida em duas zonas, onde a mais superficial desenvolveu
uma forte reatividade, enquanto a outra mostrou-se fracamente positiva. Entretanto,
nesta ultima zona encontraram-se escassos somas neuronais reativos (6 pum). As
células piramidais desenvolveram uma atividade fraca ou moderada e mediram em
média 10 pm. Na camada plexiforme destacaram-se granulagdes moderamente
reativas (Fig. 14B). Esta atividade moderada também ocorreu em alguns neurénios (6

um) do cortex piriforme (Figs. 8A-D, 9A-B).
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No diencéfalo, a atividade da citocromo oxidase foi observada no talamo, no
hipotalamo e no epitalamo. No talamo, neurdnios fortemente reativos localizaram-se
no nucleo rotundus (Figs. 9A, 14E) e nas por¢des ventral e dorsal do nucleo
geniculado (Fig. 9A). As células do nicleo rotundus mediram aproximadamente 14
pum, enquanto aquelas do nicleo geniculado tinham em média 13 um. No hipotalamo
(Figs. 8D, 9A), destacaram-se agrupamentos de células nervosas, intensamente
positivas, no hipotalamo lateral (23 um) e no hipotalamo periventricular (13 pm). No
epitalamo, a atividade enzimatica ocorreu nos subnucleos lateral e medial da habénula,
tendo suas células tamanho médio de 11 pum (Figs. 9A, 14F). Outra area diencefalica
positiva foi o nucleo entopeduncular posterior (14 um), localizado na jungdo do
diencéfalo com o mesencéfalo. A eminéncia média mostrou-se negativa a este

procedimento.

No mesencéfalo, a atividade citocromo oxidase ocorreu nas regides dorsal e
ventral. Na regido dorsal, as camadas do tecto Optico mostraram-se moderamente
reativas, porém somas neuronais positivos (11 pum) ocorreram apenas na camada
cinzenta central (Figs. 9C, 15B), os quais também foram de intensidade moderada.
Entretanto, uma forte atividade foi observada nos neurdnios (24 um) das porgdes
medial e lateral do niicleo mesencefélico do V par craniano (Figs. 9C, 16A). A regido
ventral apresentou neurdnios positivos em varios nicleos. Medialmente, uma intensa
reagdo ocorreu nos nucleos motores do IIT (Fig. 15E) e IV (Figs. 9C, 15F) pares
cranianos, € no nucleo do fasciculo longitudinal medial. Estes neur6nios mediram 15,

20 e 21 um, respectivamente. A regido do torus semicircularis (Figs. 9C, 16A)
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mostrou atividade moderada, a qual estava localizada em somas de 11 um de
didmetro médio. Lateralmente, os neurdnios fortemente reativos pertenciam a
substancia nigra (Figs. 9C, 16B), aos nucleos rubro (Figs. 9B, 15C) e istmico (Figs.
9C, 10A, 15D), ao nucleo da raiz Optica basal e ao nucleo dorsal da comissura
posterior (Figs. 9B, 15A). Estes mediram aproximadamente 16, 17, 18 e 14 um
respectivamente, sendo que no nucleo dorsal da comissura posterior foram

encontrados neurdnios de 12 e 16 yum.

Na medulla oblonga, algumas areas mostraram atividade citocromo oxidase.
Na regido medial, os nucleos superior e inferior da rafe foram moderamente reativos
(Figs. 10A-E, 16E). Nestas regides, a reagdo localizou-se em neurdnios de 15 e 28
pm. Lateralmente, uma forte reatividade destacou-se no locus coeruleus (Fig. 10A-
B), nos nucleos reticulares superior, medial e inferior (Figs. 10A-D, 16C), e nos
nucleos motores do V (Fig. 10B) e XII (Figs. 10D-E, 16F) pares cranianos. Os somas
neuronais destas areas tinham didmetro médio de 12, 28, 17 e 22 um,
respectivamente. O nucleo do X par (Fig. 10E) apresentou neurdnios positivos em
toda sua extensdo, ou seja, no nucleo do trato solitario (12 pum), no nicleo ambiguo
(10 pm) e no nicleo motor dorsal (20 um). J& os subnucleos superior, descendente e
lateral do nucleo vestibular (Figs. 10C-D, 16D) e os nucleos motores do VI (Fig.
10C) e VII (Fig. 10C) pares cranianos desenvolveram uma reatividade moderada a
este procedimento histoenzimoldgico, estando esta localizada em neurdnios de 14, 22

e 12 um, respectivamente. J& o nicleo coclear apresentou intensa atividade em

neur6nios de 14 um (Fig. 10C).
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No cerebelo, as camadas granular, molecular ¢ de Purkinje foram positivas
(Figs. 10B-C, 17A). Esta reagdo também ocorreu nos nucleos profundos do cerebelo
(Figs. 10B, 17B) e nas células de Golgi da camada granular. Estas mediram
aproximadamente 15 e 6 pm respectivamente. E interessante destacar que a camada

de células de Purkinje (23 um) possuia duas camadas de células.

Na medula espinal, a regido cervical alta apresentou uma forte reatividade nos
neurdnios motores (16 um) do corno ventral (Figs. 10F, 17C-D). No corno dorsal,
uma atividade fraca foi visualizada em somas neuronais da coluna lateral (20 um) e da
comissura dorsal (10 um). As células nervosas (18 pum) pertencentes ao nucleo
marginal (Figs. 10F, 17C e E) e alguns neurdnios (15 pum) dispersos pelo funiculo
lateral (Figs. 10F, 17F) apresentaram intensa reagdo a este procedimento

histoquimico.

1.3- NADPH-diaforase

O estudo dos cortes encefalicos com a técnica da NADPH-diaforase mostrou
reagdo positiva no soma e nos prolongamentos neuronais de diversas regides (Figs.
18, 19). Grande parte destas células apresentaram um perfil semelhante aquele
encontrado em cortes impregnados pela técnica de Golgi. A area nuclear sempre foi
negativa. Além dos neurdnios, a positividade também ocorreu no neuropilo e nas

células endoteliais e gliais. Os cortes controles mostraram-se sempre negativos.
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No telencéfalo, os glomérulos olfativos desenvolveram intensa reagdo positiva
(Figs. 18A, 20A), assim como algumas células (16 um) da camada granular interna
(Fig. 20A-B). Esta atividade também ocorreu na eminéncia dorsal ventricular (Figs.
18B-F, 21), onde se observou positividade no soma e nos prolongamentos neuronais
(Fig. 20E). Estas células apresentaram um tamanho médio de 22 um. O percurso de
seus prolongamentos podiam ser acompanhados por varios milimetros de distancia. O
cortex dorsal, médio e médio-dorsal mostraram esparsas células positivas (Figs. 18A-
G, 22A), enquanto o cortex piriforme apresentou numerosos neurdnios fusiformes
com forte atividade, os quais mediam em torno de 14 um (Figs. 18B-G, 21). Outras
areas positivas foram o estriado (Figs. 18B-E, 20F, 21), com neur6nios de 17 um; o
nucleo accumbens (Figs. 18B, 20C), onde as células mediram 13 pum; o globus
pallidus, com somas de 13 pum; o tubérculo olfatério (Figs. 18B, 20D), com células de
15 pum; a amigdala, com neurdnios de 12 pum; e o nucleo da comissura anterior (Fig.
18E), onde as células tinham 11 pum de tamanho. A regido septal apresentou alguns
neurdnios (12 um) reativos (Fig. 18B-C). Os neurdnios positivos destas areas tinham
forma fusiforme e, as vezes, era possivel acompanhar seus prolongamentos por alguns
milimetros de distancia, exceto aqueles da regido septal, onde a reagdo localizou-se

apenas no soma.

No diencéfalo, os niicleos talimicos rotundus e reuniens foram negativos a esta
reag¢do. No hipotdlamo, os neurGnios positivos localizaram-se na area pré-optica (10
um) e ao longo do nicleo periventricular (11 pum). Neste ndcleo, estas células

possuiam forma fusiforme e distribuiam-se perpendicularmente a camada ependimaria
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(Figs. 18C-F, 23A). O nucleo paraventricular (Fig. 18D) e a area hipotaldmica lateral
(Fig. 23B) também foram positivos. Os neurdnios destas areas mediram em torno de 8
e 13 um, respectivamente. Na regido supra-mamilar foram encontrados neurdnios
reativos, os quais mediam também 13 pum (Figs. 18G, 23C). A eminéncia média
revelou-se negativa com este tratamento. Outros proeminentes grupos de células
positivas no diencéfalo localizaram-se nos nucleos suprapeduncular (Fig. 18F) e

entopeduncular (Fig. 18G), tendo estas células 11 ¢ 13 um de tamanho médio.

No mesencéfalo, os neurénios positivos foram detectados nas regides dorsal e
ventral. Na regido dorsal, destacou-se a intensa reatividade nos neurénios (10 pm) do
estrato cinzento periventricular (Figs. 18H-I, 23D). Estas células tinham forma
fusiforme e apresentavam prolongamentos em uma de suas extremidades que se
orientavam em diregdo ao estrato superficial. Alguns neurdnios (14 ¢ 20 um) do
estrato cinzento central mostraram reatividade moderada. Estas tinham forma
fusiforme e seus processos orientavam-se transversalmente aqueles do estrato
cinzento periventricular. O nucleo mesencefalico do V par craniano mostrou-se
negativo. Na regido ventral, os neurfnios positivos localizaram-se no torus
semicircularis (Fig. 18I), na area tegmental ventral (Fig. 18H-I) e nos nucleos
profundos do mesencéfalo (Fig. 181). Estes neurdnios reativos mediram, em seqiiéncia
de citagdo, 14, 17 e 13 pum, tinham forma fusiforme e a maioria apresentavam
processos positivos que se orientavam aleatoriamente por todas as diregdes, ndo
havendo um padrio predominante. A substincia nigra (Figs. 181, 23F) e o nucleo

rubro (Figs. 18H, 23E) revelaram neurénios com intensa reatividade, os quais



SN

NN

88

mediram aproximadamente 24 e 22 um respectivamente. Estas células de forma
piramidal geralmente apresentavam longos prolongamentos positivos que se

orientavam também aleatoriamente por inimeras diregdes.

Na medulla oblonga, a reagio NADPH-diaforase foi observada nos nucleos
reticulares superior, médio e inferior, tendo as células positivas o tamanho
aproximado de 23 um (Figs. 19J-N, 24D). No nucleo vestibular (Fig. 19J-N), células
nervosas positivas ocorreram nos subnucleos superior, lateral e descendente, estando
a reatividade localizada em neurdnios de 18 pum de didmetro. Nestas regides, os
neurOnios apresentavam-se fusiformes ou estrelados e, geralmente, possuiam longos
prolongamentos positivos. Outras células positivas foram observadas nos subnucleos
motor, principal e descendente do V (Fig. 19J), assim como nos nucleos do VI (Fig.
19L), VII (19L) e XII (Figs. 19N-O, 24C) pares cranianos. Estas regides tinham
neur6nios com didmetros médios de 22, 16, 15 e 18 um, respectivamente. O nicleo
do vago (Fig. 190) apresentou, em toda sua extensdo, células positivas, as quais
mediram aproximadamente 13 pum no nucleo do trato solitario (Figs. 19M-0, 24E),
10 pm no nucleo ambiguo e 14 um no nicleo motor dorsal. Esta atividlade NADPH-
diaforase ainda foi observada nos nucleos superior e inferior da rafe (12 um), sendo

esta de moderada intensidade, no locus coeruleus (20 um) (Fig. 24A)) e intensa no

nucleo coclear (12 pum).

No cerebelo, a positividade NADPH-diaforase ocorreu nas camadas granular e

molecular (Figs. 19J-L, 25B). Nesta 0ltima camada, esta reagio também estava
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presente no soma das células em cesto (6 um). As células de Purkinje mostraram-se
negativas. No entanto, nesta camada ocorreram fibras paralelas positivas, as quais
emitiam colaterais em forma de cesto que rodeavam as células de Purkinje e se
dirigiam a camada granular (Fig. 25B). Ja os nucleos profundos do cerebelo

apresentaram células moderadamente reativas (16 um) (Figs. 19J, 24B).

Na medula espinal, na regido cervical alta (Unica regido estudada), a reagdo
positiva localizou-se no corno dorsal. Para a descrigdo destas areas reativas, sera
considerada a organizagdo proposta por Fernandez et al. (1993), a qual estd
representada esquematicamente na Figura 26. Nesta regido da medula espinal, a
atividade da NADPH-diaforase esteve presente em fibras das areas Ia, Ib, II e III,
havendo maior quantidade destas nas duas ultimas areas (Fig. 27). Os inumeros
neurdnios reativos localizaram-se na coluna lateral e na comissura dorsal (Figs. 19P,
27). Os somas neuronais da coluna lateral pareciam corresponder aos neurdnios
gigantes ipsilateral e contralateral uma vez que seus didmetros tinham
aproximadamente 20 pum e seus prolongamentos podiam permanecer ipsilateral (Fig.
24F) ou dirigir-se ao lado contralateral (Fig. 27). Na comissura dorsal, os somas
neuronais possuiam aproximadamente 16-18 um, o que os classifica como neurdnios
de tamanho médio. Algumas destas células apresentavam uma forma fusiforme, onde
se podia observar a emergéncia de prolongamentos em cada uma de suas
extremidade. Além destes tipos neuronais, observaram-se neurOnios radiais de
tamanho médio (16 um) na regido mais latero-dorsal da coluna lateral (Fig. 27). As

células ependimarias deste segmento da medula espinal analisada apresentaram-se
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fortemente positivas. Esta reatividade ainda foi visualizada nas células gliais da

substdncia branca desta regido da medula espinal.

2- Distribuigdo das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-
diaforase no sistema nervoso central de tartarugas Pseudemys scripta elegans,

juvenis, em condigdes basais

2.1- Glicogénio fosforilase

A atividade glicogénio fosforilase localizou-se no soma de diversos grupos
neuronais do sistema nervoso central. Esta reacdo enzimatica apresentou uma
coloragdo marrom ou azul violacea, sendo que esta tltima ocorreu em alguns nucleos
filogeneticamente mais antigos. As vezes, esta reatividade pode ser detectada nos
prolongamentos de neurdnios, como por exemplo, no nicleo reticular. A area nuclear
sempre foi negativa. Além das células nervosas, a atividade glicogénio fosforilase
ainda foi encontrada em células gliais, na camada ependimaria e nos plexos coriodes.
O neuropilo apresentou-se intensamente reativo nas areas filogeneticamente mais
antigas, sendo de intensidade fraca nas regiGes mais recentes. A expressdo da enzima
ativa (glicogénio fosforilase a) foi exatamente a mesma da glicogénio fosforilase total.

Os cortes controles ndo desenvolveram nenhuma reatividade.

No telencéfalo, a atividade glicogénio fosforilase mostrou-se de fraca a
moderada. No bulbo olfatdrio, uma reatividade intermédia localizou-se na camada de
fibras aferentes. Entretanto, os glomérulos foram negativos. J4 a camada granular

exibiu uma fraca positividade. Na regido cortical (Fig. 28A), a atividade desta enzima
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esteve presente nas células piramidais (8 pm), sendo as camadas molecular e
plexiforme negativas. Todavia, escassos neurdnios foram detectados na camada
molecular (8 pum). A intensidade da atividade cortical mostrou-se variada nas
diferentes regides. Uma reagdo moderada estava presente nos cortices dorsal, médio-
dorsal e piriforme, mas foi fraca no cortex medial. Outras areas positivas foram a
eminéncia dorsal ventricular (Fig. 28B), o estriado (Fig. 28C), o tubérculo olfatorio e
a banda diagonal. Nestas regides, a expressio da glicogénio fosforilase teve
intensidade moderada e localizou em somas de 6, 12, 4 e 9 um, respectivamente.
Ainda foram reativos o nticleo septal (10 um) e o primordium de hipocampo (9 um),
sendo esta atividade fraca e localizada em escassos neurdnios. A regido da amigdala

também apresentou neurénios (4 pm) positivos, sendo esta reagdo de moderada

intensidade.

No diencéfalo, a reagdo glicogénio fosforilase localizou-se no epitalamo, no
talamo e no hipotdlamo. No epitalamo, a atividade moderada desta enzima foi
encontrada na habénula lateral (5 um), sendo a habénula medial negativa. No talamo,
a glicogénio fosforilase esteve presente nos ntcleos rotundus (Fig. 28E) e reuniens, e
nas por¢des dorsal e ventral do ntcleo geniculado (Fig. 28D). Nestas regides, a
atividade ocorreu em somas de 12, 10 e 6 um, respectivamente e teve intensidade
moderada. No hipotdlamo, a atividade desta enzima foi dectada em neurdnios (20
um) da area periventricular (Fig. 28F) e em somas (10 um) da regido ventral. A
regido da eminéncia média também foi reativa a este procedimento histoquimico,

sendo esta atividade de positividade intermediaria.
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No mesencéfalo, a atividade glicogénio fosforilase localizou-se em regides
dorsais e ventrais. Na regido dorsal, as camadas do tecto Optico apresentaram-se
fracamente reativas, com exce¢do da camada cinzenta central, onde a reagio teve
intensidade moderada e estava localizada em somas neuronais de 8 um de didmetro
(Fig. 28A). Outra area positiva foi o nicleo mesencefalico do V par craniano (Fig.
28B). Neste nicleo, os neurénios (20 pm) reativos estavam localizados em suas
por¢des medial e lateral. Na regido ventral, a expressdo da glicogénio fosforilase foi
detectada nos nucleos do IIT (12 pum) (Fig. 28C), e IV (12 um) pares cranianos, no
torus semicircularis (10 um) e no nucleo interpeduncular (11 pum). Esta atividade da
regido ventral ainda ocorreu em nucleos localizados em suas por¢des laterais, tais
como o nucleo do istmo (Fig. 28D), cujas células tinham didmetro médio de 14 um, a
substancia nigra (Fig. 28E), onde os neur6nios mediram 22 pum, e o nicleo rubro (12
pum). Deve-se destacar que a reatividade destas areas mesencefilicas mostrou-se com
intensa coloragdo azul violacea. Outro nicleo com atividade glicogénio fosforilase foi

o nucleo dorsal da comissura posterior, sendo sua atividade de moderada intensidade

e localizada em somas de 12 um de didmetro.

Na medulla oblonga, a reagio glicogénio fosforilase apresentou-se intensa nos
nucleos reticulares superior, médio e inferior (Fig. 30D), cujos somas mediram em
torno de 20 um, e nos nucleos superior e inferior da rafe (Fig. 30E), estando esta
localizada em neurénios de 12 pm. Os nucleos do V (subnucleos motor, principal e
descendente) também foram positivos, estando a reagdo localizada em neurdnios com

diametro médio de 10 um. Os nicleos dos VI (10 um), VII (11 um), X (8 um) (Fig.
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30C) e XII (8 um) pares cranianos desenvolveram forte reatividade. J& o nucleo
coélear (Fig. 30B), cujos somas mediram 12 um, os nicleos do trato solitario (7 pm)
e o ambiguo (8 um) apresentaram atividade moderada. Porém, o nucleo vestibular
(Fig. 30A) mostrou-se intensamente reativo em todos os seus subniicleos (superior,
lateral e descendente), estando a atividade localizada em somas de 8 um. O locus

coeruleus (12 um) foi outro nucleo fortemente reativo (Fig. 29F).

No cerebelo, a reagdo positiva foi detectada nas camadas granular e molecular.
Nestas, a atividade enzimatica teve moderada intensidade, sendo aquela da camada
molecular a mais fraca. As células de Purkinje apresentaram-se negativas com este
procedimento histoquimico. J4 os nucleos profundos do cerebelo desenvolveram uma

reatividade moderada nestas condigdes, a qual se localizou em somas de 11 pum de

didmetro médio.

Na medula espinal cervical alta, a atividade glicogénio fosforilase apareceu
com moderada intensidade no soma (10 um) de neurénios motores (Fig. 30F), e com
fraca intensidade em algumas células comissurais dorsais (10 um). As células gliais da
substdncia branca e as células ependimarias do canal central deste segmento da

medula espinal apresentaram-se moderamente positivas.

2.2- Citocromo oxidase

A atividade citocromo oxidase esteve presente em diversas regides do

neuroeixo da tartaruga Pseudemys scripta elegans. Esta reagdo positiva aparecia
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como uma coloragdo marrom no citoplasma neuronal, sendo que, em algumas
regides, ela também foi visualizada nos prolongamentos. O neuropilo desenvolveu
intensa reatividade. A area nuclear sempre foi negativa. Todavia, a expressdo desta
enzima ndo se retringiu apenas aos neurdnios, havendo também forte atividade nas
células endoteliais. As células gliais também foram positivas a este procedimento

histoquimico. Os cortes controles sempre mostraram-se negativos.

No telencéfalo, uma moderada atividade citocromo oxidase apresentou-se nos
glomérulos do bulbo olfatdrio, e nas células piramidais corticais (8 um). As camadas
molecular e plexiforme do cortex foram intensamente positivas (Fig. 31A). Na
camada molecular observou-se, ainda, a presenga de escassos neurénios fortemente
reativos (8 um). A reatividade da eminéncia dorsal ventricular apareceu também com
intensidade fraca e localizada em neurdnios (3 pum) dispersos por toda sua extensdo,
ndo predominando apenas em determinadas areas (Fig. 31B). A atividade da
citocromo oxidase ainda foi observada na regido do estriado (Fig. 31C), em somas de
18 pm, e no tubérculo olfatorio (13 pum), sendo estas de forte intensidade. O nucleo
septal e o primordium de hipocampo apresentaram poucas células fracamente

positivas, as quais mediram 9 e 11 um respectivamente.

No diencéfalo, a atividade citocromo oxidase localizou-se no epitdlamo, no
tdlamo e no hipotalamo. No epitalamo, uma intensa reatividade pdde ser detectada
nos nucleos habenulares lateral e medial (Fig. 31D), cujos neurdnios mediram 4 um.

No talamo, sua atividade esteve presente no nucleo rotundus (Fig. 31E), em
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neurdnios de 3 um, e nas porgdes dorsal e ventral (Fig. 31F) do nucleo geniculado
(12 pum). No hipotalamo, a positividade da citocromo oxidase foi detectada nas areas
periventricular (11 um) e léteral (12 pum). Ela ainda foi encontrada na regido da
eminéncia média, sendo esta de moderada intensidade. Ja as atividades das areas
taldmica e hipotalamicas citadas mostraram-se intensas. Outras areas positivas foram

os nucleos suprapeduncular (12 um) e entopeduncular (10 pm).

No mesencéfalo, os neurénios com reagdo citocromo oxidase ocorreram nas
regides dorsal e ventral. Dorsalmente, esta atividade localizou-se em algumas
camadas do tecto optico, ndo sendo encontrada nas camadas cinzenta e fibrosa
periventriculares. Uma forte atividade foi detectada na camada optica, sendo as outras
camadas moderamente reativas. Os somas celulares positivos das camadas fibrosa
cinzenta e cinzenta central (Fig. 32B) mediram em torno de 8 e 3 um
respectivamente, sendo esta atividade de intensidade intermédia. Qutros neur6nios
com reatividade moderada ocorreram nas porgdes medial e lateral do ntcleo
mesencefalico do V par craniano (17 pum). Ventralmente, uma forte atividade
citocromo oxidase esteve presente no nucleo do istmo (Fig. 32D), cujos neurénios
mediram 6 pum, nos nicleos profundos do mesencéfalo (11 pm), nos nicleos do I1I
(Fig. 32C), onde os somas tinham didmetro médio de 10 um, e IV (10 um) pares
cranianos, no torus semicirculares (10 um) e no nicleo do fasciculo longitudinal
medial (11 um). Ainda foram intensamente reativos a substincia nigra (14 um) e os

ntcleos rubro (16 pm) e dorsal da comissura posterior (Fig. 32A), onde os neurdnios

mediram 5 pm.
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Na medulla oblonga, a atividade citocromo oxidase mostrou-se intensa e
localizada em diversas regides. Ela esteve presente no nucleo reticular (superior,
médio e inferior), em somas neuronais de 20 um de didmetro médio (Fig. 33C).
Também foi observada nos nucleos superior e inferior da rafe (11 um), nos nucleos
do VI (Fig. 33C), em neurdnios de 5 pm, VII (12 pm) e XII (10 pm) pares cranianos
e no locus coeruleus (10 um). A atividade do X par craniano localizou-se em toda sua
extensdo, ou seja, no nucleo do trato solitario (10 um), no nucleo ambiguo (12 um) e
no nucleo motor dorsal (13 um). O nucleo coclear (Fig. 33A) e o vestibular (Fig.
32E) também foram reativos, sendo que neste ultimo a atividade foi detectada em
todos os seus subnucleos (superior, lateral e descendente). Os neurGnios reativos
destes nucleos mediram em torno de 5 e 14 um, respectivamente. O nucleo motor do
V par (10 um) foi outra regido positiva a este método histoquimico, sendo esta

atividade encontrada em todos seus subnucleos (motor, principal e descendente).

No cerebelo, a atividade citocromo oxidase foi observada em todas as suas
camadas, tendo esta uma forte intensidade (Fig. 32F). A camada das células de
Purkinje aparecia composta por duas camadas, onde os somas tinham didmetro médio

de 12 um. Esta atividade também foi encontrada nos nicleos profundos do cerebelo,

estando localizada em neurénios de 11 um de didmetro.

Na medula espinal, regido cervical alta, a atividade citocromo oxidase pode ser
detectada no soma (5 pm) de neurdnios motores (Fig. 33D), no nicleo marginal (Fig.

33E), cujos somas mediram 2 um, e em células (3 pum) dispersas pelo funiculo lateral.
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2.3- NADPH-diaforase

A atividade NADPH-diaforase do sistema nervoso central da tartaruga
Pseudemys scripta elegans localizou-se em somas neuronais de diversos niicleos deste
tecido. Em algumas regides, ela também ocorreu nos prolongamentos das células
positivas. A area nuclear sempre foi negativa. Todavia, a atividade desta enzima nio
se retringiu apenas aos neurénios, mas também esteve presente no neuropilo, e em

células gliais e endoteliais, onde mostrou forte intensidade. Os cortes controles foram

negativos a este procedimento.

Uma caracteristica da atividlade NADPH-diaforase desta tartaruga juvenil foi a
grande quantidade de neurdnios e fibras intensamente positivos ao longo do
neuroeixo. Algumas vezes, este nimero mostrava-se tdo intenso que dificultava a

delimitag@o dos nucleos reativos. Isto ocorreu principalmente na medulla oblonga.

No telencéfalo, a atividade NADPH-diaforase foi observada nos glomérulos do
bulbo olfatério. Nas regides dos cortices dorsal, médio e médio-dorsal, observou-se
um numero acentuado de neurdnios piramidais reativos, cujos somas possuiam
didmetro médio de aproximadamente 12 um. Na camada molecular houve inimeras
fibras positivas, as quais apresentavam uma disposi¢do que lembrava as contas de um
rosario. Todavia, ndo foram encontrados somas neuronais com atividade NADPH-
diaforase (Fig. 22B). A camada plexiforme mostrou-se negativa a este método
histoquimico. O cortex piriforme, por sua vez, foi reativo, e suas células mediram em
torno de 11 um (Fig. 34A). A eminéncia dorsal \izentricular foi outra regido positiva,

cujos neurdnios mediram 13 pm (Figs. 34C, 35). Esta area teve uma distribuigio
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neuronal particular. Sua por¢do anterior apresentou poucas células com reagdo
positiva a NADPH-diaforase, porém estas aumentaram em suas porgdes basais.
Outros neurdnios positivos localizaram-se nos nucleos accumbens (Figs. 34B, 35) e
globus palidus (Fig. 36B), na regido do estriado (Figs. 34D, 35, 36B), no tubérculo
olfatério (Fig. 36A) e na amigdala (Fig. 34E). Os neurlnios destas regides tinham
didmetros médios de 8, 14, 13, 10 e 11 um, respectivamente A estria terminal também

mostrou ativadade NADPH-diaforase (Fig. 36A), assim como o primérdio de

hipocampo (9 um) e a area septal (10 um) (Fig. 35).

No diencéfalo, a reagio NADPH-diaforase localizou-se nas por¢des dorsal e
ventral do nucleo geniculado (8 um), nos nucleos suprapeduncular (11 um) e
entopeduncular (13 um), e na regido supramamilar (Fig. 37), cujos neurdnios tinham
12 um de tamanho. No hipotalamo, a atividade desta enzima esteve presente nas areas
lateral (13 um), medial (10 um) e periventricular (Fig. 34F), onde os neurdnios
mediram 12 pm. Na regido hipotalamica ventral ndo foi encontrada nenhuma célula
positiva, porém houve uma grande quantidade de fibras reativas. A regido da
eminéncia média desenvolveu forte atividade a esta enzima (Fig. 34F), assim como o

orgdo subcomissural (Fig. 37).

No mesencéfalo, os neurdnios positivos estavam localizados em diversos
nucleos. No tecto dptico (Figs. 37, 38), esta reagdo ocorreu em células das camadas
cinzenta central (11 um) e periventricular (12 pm). Nesta ultima, os neurdnios

emitiam prolongamentos reativos que podiam chegar as camadas mais superficiais,
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enquanto aqueles da camada cinzenta central mostravam-se perpendiculares a esta
direcdo. As outras camadas do tecto Optico foram negativas. A atividlade NADPH-
diaforase também esteve presente no torus semicircularis (12 um) e em seu nuicleo
laminar (11 pum) (Fig. 38). O nucleo rubro (Fig. 37) e a substancia nigra (Fig. 38)
foram outras areas reativas, cujos neurdnios apresentavam forma piramidal e mediam
em torno de 12 e 17 um, respectivamente. A atividade da NADPH-diaforase ainda foi
detectada na area tegmental ventral (11 pm), nos nucleos profundos do mesencéfalo

(11 pm) e no nucleo do fasciculo longitudinal medial (Fig. 37), cujos somas tinham 12

pum.

Na medulla oblonga, a atividade da NADPH-diaforase localizou-se em
neurdnios dos nucleos reticulares superior, medial e inferior, em somas de
aproximadamente 17 um de didmetro (Figs. 39, 40, 41, 42A). Os nucleos superior e
inferior da rafe também reagiram positivamente a esta técnica histoquimica, a qual foi
encontrada em neurénios de 11 pm de didmetro médio (Figs. 39, 40, 42A). Outras
regifes reativas foram o locus coeruleus e os nucleos do V (Figs. 40, 41, 42A-B), VI
(Fig. 41), VII (Fig. 41), X (Fig. 42A) e XII (Fig. 42A-B) pares cranianos. Estes
neurénios marcados tinham somas de 10, 15, 8, 10, 13 e 13 um, respectivamente. O
nucleo vestibular também mostrou-se positivo em toda sua extensdo, estando a reagio
localizada em neurénios de 14 um (Figs. 39, 40, 41, 42A). A atividade NADPH-
diaforase ainda ocorreu em células (12 um) do nucleo coclear (Fig. 39, 40, 41). Nesta

regido, observou-se a presehqa de fibras reativas comunicando este niicleo com o

nicleo vestibular (Fig. 39). Outras fibras, juntamente com neurénios (10 pm),
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apresentando reagio NADPH-diaforase foram observados na regido do nucleo do
trato solitario (Fig. 42A-B). Esta atividade ainda foi detectada no nacleo ambiguo
(Fig. 42B), onde os neurOnios mediram 10 um, e na regido da oliva inferior (Fig.
42B), cujos somas tinham 12 pm de tamanho. Merece ser destacado aqui a grande
quantidade de células (12 um) reativas a NADPH-diaforase que ocorreram ao longo

do fasciculo longitudinal medial (Fig. 40).

No cerebelo, a atividade estava presente nas camadas granular e molecular. As
células em cesto (6 um) foram reativas e as células de Purkinje foram negativas.
Entretanto, encontraram-se inimeras fibras positivas nesta regido, as quais rodeavam
os somas das células de Purkinje e se dirigiam a camada granular. Estas fibras
descreviam um trajeto que se mostrava semelhante a um cesto (Fig. 25A). Os nucleos

profundos do cerebelo também desenvolveram atividade NADPH-diaforase, estando

esta localizada em neurdnios de 11 um (Fig. 39).

Na medula espinal, a regido cervical alta apresentou reatividade nas regides
dorsais e ventrais (Fig. 43A). No cormno dorsal, uma intensa atividlade NADPH-
diaforase estava presente na area Ia. Uma reagdo também forte, porém com menor
intensidade, foi observada nas areas Ib, II e III (Fig. 43A-C). Esta atividade também
ocorreu em somas e prolongamentos neuronais. Por sua localizagdo, estes neurdnios
reativos pareciam corresponder as células da comissura dorsal e da coluna lateral do
corno dorsal (Fig. 43A). Nesta ultima, os neurdnios gigantes ipsilateral e contralateral

tinham somas com didmetros médios de 9 um. As células da comissura dorsal (Fig.
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£ | 43A-B) apresentaram forma fusiforme e mediram em torno de 7 um. Destas, podia-se
visualizar a emergéncia de prolongamentos em suas extremidades (Fig. 43D). Outros
neurdnios positivos ao tratamento da NADPH-diaforase estavam localizados na
regido latero-dorsal da coluna lateral, distribuindo-se radialmente em relagdo a
superficie do corno dorsal (Fig. 43C). Estes mediram aproximadamente 4 um. No
corno ventral, esta enzima esteve presente em escassos neurdnios motores (Fig. 43E),
o os quais mediram em torno de 8 pm. Além destes tipos celulares positivos, a atividade
NADPH diaforase medular ainda ocorreu em células (6 pum) dispersas pela substancia

branca ventral, lateral e dorsal (Fig. 43A, E e F).

3- Efeitos das distintas condi¢gdes experimentais sobre as atividades da glicogénio
fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase, e a imunorreatividade da SP

no sistema nervoso central da tartaruga Trachemys dorbigni

3.1- Desnervacio periférica
- A secgio do nervo ciatico provocou algumas alteragdes nas reagdes
histoquimicas e imunohistoquimicas avaliadas. Antes da abordagem destas respostas,
serd apresentada a descrigdo destas atividades no segmento da medula espinal lombar

L . .. ~
’ de tartarugas em condig¢Ges basais, visto que estes resultados ndo foram apresentados

nos estudos de mapeamento anteriormente descritos.
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3.1.1- Atividade da citocromo oxidase

A atividade da citocromo oxidase da medula espinal lombar de tartarugas
Trachemys dorbigni, em condigdes basais, teve o mesmo padrdo de distribuigdo da
medula espinal cervical, localizando-se em neur6nios motores (24 pum), da coluna
lateral (15 pum) e da comissura dorsal (8 pum). Esta atividade ainda foi observada no
nucleo marginal (15 pm) e em células dispersas pelo funiculo lateral (17 pum). As
células do ganglio raquidiano, por sua vez, mostraram atividade moderada desta

enzima, a qual se localizou em somas neuronais de 37 um de didmetro médio.

A sec¢do do nervo ciatico ndo ocasionou alteragdes da atividade citocromo
oxidase do encéfalo, da medula espinal aos niveis cervical e lombar, e das células do
ganglio raquidiano nos intervalos de observag¢bes considerados neste estudo, ou seja,

7, 15, 30, 60 e 90 dias.

3.1.2- Atividade da NADPH-diaforase

A atividade da NADPH-diaforase da medula espinal lombar da tartaruga em
condigdes basais teve 0 mesmo padrdo de distribui¢do apresentado pelo segmento
cervical. As células do ganglio raquidiano, nestas condi¢3es, ja apresentaram uma

atividade intensa, a qual se localizou em neurdnios de 16 e 24 um (Fig. 44A-B).

A desnervagdo periférica resultou em diversas modificagdes na atividade
NADPH-diaforase, tanto nos ginglios raquidianos estudados como ao longo do

neuroeixo. No ginglio raquidiano houve um acréscimo em sua expressdo nos somas
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reativos (12 e 24 um), sendo este aumento observado aos 7 e 15 dias apds a secgdo
nervosa (Fig. 44C-D). Aos 30 dias, entretanto, observou-se redugdo da atividade
NADPH-diaforase nas células de menor tamanho (Fig. 44E), sendo este novo padrdo
enzimatico muito similar aquele das células controles. Este mesmo perfil ocorreu aos

60 e 90 dias (Fig. 44F).

No corno dorsal da medula espinal lombar houve um aumento da atividade
NADPH-diaforase ja aos 7 dias apos o procedimento cirurgico, tanto no lado
ipsilateral quanto no contralateral. Este manifestou-se por um aumento no nimero de
fibras positivas na éarea Ia, Ib, II e III. Este acréscimo também ocorreu nos neurdnios
reativos da comissura dorsal e da coluna lateral do como dorsal, bem como nos
neurdnios radiais positivos. Além destas modificagdes, observou-se uma maior
reatividade do neuropilo. Paralelo a estas mudangas, ocorreu um acréscimo da
atividade desta enzima nas células gliais e endoteliais desta regido. Um fato
interessante foi a presenga de granulos com atividlade NADPH-diaforase nos
motoneurdnios (13 um) do lado ipsilateral a lesdo, os quais sempre se mostraram

negativos no animal em condigdes basais (Fig. 45A).

Este mesmo padrdo de resposta foi encontrado aos 15 (Fig. 46A) e 30 dias
apOs a sec¢do do nervo ciatico, havendo apenas uma maior atividade nas células gliais
e endoteliais. Outra diferenga refere-se a maior quantidade de granulos positivos
presentes nos neufénios motores aos 15 dias. Entretanto, aos 30 dias, esta
positividade a NADPH-diaforase ja apareceu como uma coloragio homogénea

-moderada por todo o citoplasma celular (Fig. 45B).



104

Aos 60 dias apos a desnervagdo periférica, a atividade NADPH-diaforase do
corno dorsal apresentou uma pequena redu¢dio nas camadas Ia, Ib, II e III. A
reatividade das células gliais e endoteliais ainda foi intensa, havendo, porém, uma
discreta redugdo no niimero destas células positivas. A atividade dos neurdnios
motores acentuou-se, mostrando agora uma coloragdo azul violdcea forte e

homogénea (Fig. 45C).

Aos 90 dias, o padrdo de atividlade NADPH-diaforase do corno dorsal da
medula espinal lombar foi mais reduzido, porém a reagdo das areas Ia, Ib, IT e III
ainda mostrou-se forte (Fig. 46B). Nos neurdnios motores do corno ventral, a
positividade foi ainda maior. Nestas células, a reagdo positiva apareceu como uma
coloragdo azul mais intensa do que a anteriormente descrita, tendendo ao azul
violaceo (Fig. 45D). A reatividade das células gliais e endoteliais apresentou-se similar

aquela descrita para estes tipos celulares aos 60 dias apds a desnervagéo periférica

A medula espinal cervical, por sua vez, nio modificou o padrio de distribui¢do
da atividade NADPH-diaforase dos cornos dorsal e ventral. Em nenhum momento
houve expressdo desta enzima em neurdnios motores do lado ipsilateral a lesdo. As
unicas alteragdes decorrentes da desnervagdo periférica foram um aumento da
atividade desta enzima nas células gliais e endoteliais. Este acréscimo iniciou-se aos 7
dias ap0s a sec¢do, intensificando-se aos quinze dias. Este quadro sé manteve aos 30
dias. Aos 60 dias, observou-se uma discreta redu¢do na quantidade de células
reativas. Apesar deste nimero ser menor aos 90 dias, as células positivas mostravam-

se dispersas pelo tecido e exibiam ainda uma intensa coloragio azul.
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As modificagdes das diversas regides do encéfalo também ja foram observadas
aos 7 dias. Neste periodo, alguns neurénios (20 pm) dos nucleos reticulares medial e
inferior, bem como dos nucleos superior e inferior da rafe (10 um) apresentaram um
padrdo de positividade diferente daquele observado na tartaruga em condi¢Ses basais
(Fig. 47). Estes neurénios, ao invés da colora¢do azul violacea homogénea, exibiram
granulos fortemente reativos dispersos por seu citoplasma. Esta resposta ocorreu em
todos os outros intervalos considerados (Fig. 48C-F), ndo havendo sinais de sua

recuperagdo aos 90 dias.

Além disso, a reagdo positiva a NADPH-diaforase apareceu em neurdnios
situados em regides que antes ndo expressavam esta atividade, como € o caso do
nucleo dorso-medial anterior do talamo (Fig. 49E), cujos somas mediram 4 um, do
nucleo do istmo (Fig. 48B), onde os neurdnios tinham diametro de 12 um, e do
nucleo mesencefalico do V par craniano (Fig. 48A), tendo estas células 30 um de
tamanho. O primeiro nucleo citado ja desenvolveu uma reatividade moderada aos 7
dias, a qual se manteve similar nos outros intervalos analisados. O nucleo do istmo
também se mostrou positivo aos 7 dias, porém essa atividade apareceu bastante difusa
e pouco pronunciada. Uma positividade mais delimitada e de intensidade moderada
ocorreu apenas aos 90 dias apos a secgdo do nervo periférico. O nicleo mesencefalico
do V par craniano exibiu granulos fortemente reativos jéA aos 7 dias. Estes se

intensificaram aos 15 dias, mantendo-se inalterados nos demais periodos estudados.
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A regifo do estriado (12 um) e da eminéncia dorsal ventricular do telencéfalo
(16 um) foram outras areas a mostrarem modifica¢des na atividade NADPH-diaforase
ao longo das observagdes. Aos 7 dias, suas reatividades apresentaram-se similares
aquelas da tartaruga em estado basal. Entretanto, aos 15 dias, comegou a detectar-se
uma redu¢do no nimero de neurdnios reativos, a qual foi se acentuando nos outros
intervalos considerados. Aos 90 dias, houve um nimero bem reduzido de neurdnios
positivos. Todavia, os neurénios positivos que permaneciam mostravam atividade

similar aquela observada nestas regides dos animais controles (Fig. 49A-D).

Além das modificagdes neuronais, houve ainda uma maior atividade NADPH-
diaforase em células gliais e endoteliais, sendo esta, porém, pouco pronunciada aos 7
dias. Uma acentuagdo desta reatividade ocorreu aos 15 dias, onde houve uma intensa
coloragdo azul violacea nos prolongamentos dos tanicitos de diversas areas do
encéfalo (Fig. 49F). Esta atividade manteve-se aos 30 e aos 60 dias, havendo,

entretanto, uma discreta redugio aos 90 dias.

3.1.3- Substincia P

Os cortes da medula espinal cervical alta e lombar de tartarugas Trachemys
dorbigni, em condigbes basais, apresentaram intensa imunorreatividade a SP, a qual
localizou-se nos cornos dorsal e ventral (Fig. SOA). No corno dorsal, este peptideo foi
detectado em fibras curtas e longas das areas Ia (Figs. S0A-B, 51A), as quais podiam
chegar até a 4rea III (Fig. 51A). Algumas das fibras reativas cruzavam a linha média e
chegavam ao lado contralateral (Fig. S1A), enquanto outras permaneciam no lado

ipsilateral e podiam alcangar o corno ventral, onde pareciam rodear o soma de
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motoneurdnios, o0s quais foram sempre negativos a este tratamento

imunohistoquimico (Fig. 50A). Nenhuma imunorreatividade foi observada nas areas
Ib e IT (Figs. S0A-C, 51A). Todavia, esta imunorreatividade da SP n3o estava
presente apenas em fibras. Ela também foi observada no soma de alguns neuronios

(20 um) da coluna lateral do corno dorsal (Fig. 50C-D). A reatividade a SP ainda foi

detectada nos funiculos lateral e anterior.

A sec¢do do nervo cidtico provocou uma diminui¢do do numero de fibras
imunorreativas @ SP na medula espinal lombar e cervical alta desta espécie de
tartaruga em estudo. Esta reducdo ja foi detectada no sétimo dia apds este
procedimento experimental (Fig. 51B), sendo também observada aos 15 (Fig. 51C),
30 (Fig. 52A) e 60 dias (Fig. 52B). O mais interessante € que esta diminui¢do da
expressdo localizou-se preferencialmente naquelas fibras longas que se extendiam até
a area III (Figs. 51B-C, 52A-B). Entretanto, alguns cortes exibiam também uma
escassa redugdo naquelas fibras imunorreativas curtas, as quais chegavam a area la
(Figs. 51C, 52A). Aos 90 digs, houve um aumento na quantidade de fibras
imunorreativas 4 SP nestes segmentos da medula espinal de tartarugas desnervadas,
podendo-se observar fibras longas que se extendiam até a area III e pareciam cruzar a

linha média e chegar ao lado contralateral (Fig. 52C).

A imunorreatividade das células do ginglio raquidiano mostrou-se difusa e ndo
seguiu um padrdo regular de resposta. E possivel que isto tenha sido conseqiiéncia da
falta de tratamento prévio das tartarugas com colchicina. O mapeamento desta

atividade no tecido nervoso destes animais necessitou este procedimento (REINER et
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al., 1984). Todavia, ¢ possivel também que para esta observagdo seja necessario outro
tipo de fixacdo do tecido. Contudo, ndo houve disponibilidade de tartarugas para a
realizacdo destes estudos. Por este motivo, os resultados da imunorreatividade da SP

em células do ganglio raquidiano destes animais ndo sera apresentada neste momento.

3.2- Jejum

Os métodos histoquimicos utilizados ndo revelaram alteragdes nas atividades
das enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase do
encefalo da tartaruga Trachemys dorbigni apés 90 dias de jejum. Ao final deste
intervalo, os padrdes de distribuigdes das referidas enzimas mostraram-se iguais
aqueles descritos nos animais em condi¢des basais. Além disso, aparentemente no
ocorreram alteragdes na intensidade das coloragdes desenvolvidas pelas células

reativas ao longo do neuroeixo desta espécie de tartaruga.



Fig.

I- Esquema mostrando o mecanismo de regulagdo da enzima glicogénio
tosforilase (Modificado de MURRAY et al., 1990).
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Fig. 4- Representa¢do esquematica do modelo da citocromo oxidase como uma
proteina integral transmembranal da membrana mitocondrial interna (MMI). A
citocromo oxidase (Cit a-as) catalisa a transferéncia de elétrons (e) do
citocromo ¢ (Cit ¢) para o oxigénio (0O.) formando agua (H,0). Os elétrons
sdo liberados quando a diaminobenzidina (DAB) ¢ oxidada (DAB OXID).
Esquema apresentado no trabalho de WONG-RILEY (1989).



Fig. 5- Representacdo esquematica de neuronios aterentes primarios somaticos e
viscerals. e do sistema nervoso simpatico que sintetizam substancia P (SP).
GMUt Ganglio mesenterico infertor; GRD: Ganglio da raiz dorsal, ME:
Medula espinal. P: Pele; OV: Orgio visceral: VS vaso sangiiineo (Modificado
de BRADFORD. 1986).



Fig. 6- Desenho esquematico mostrando a seqiiéncia de ordenagdo dos aparelhos
utilizados na anestesia das tartarugas. O frasco de vidro continha chumagos de
algoddo embebidos em éter e os furos na tampa permitiam a entrada do ar
atmosférico. A tartaruga respirava essa mistura gasosa atraveés da canula
introduzida previamente em traquéia (BELLO & BELLO-KLEIN, 1991, com
permissdo dos autores).
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7- Representacdo esquematica do sistema nervoso central de tartaruga
mostrando. em particular. o numero e a distribuicao dos segmentos da medula
espinal. Cl- nivel da cloaca (KUSUMA et al.. 1979).



Fig. 8- Representagdo esquematica de sec¢des coronais do encéfalo da tartaruga
Trachemys dorbigni mostrando as regides positivas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase (@) e da citocromo oxidase (A). A:
Bulbo Olfatorio; B-D: Telencéfalo. cd- cortex dorsal; cdm- cortex médio
dorsal; cm- cortex medial; CO- quiasma Optico; cp- cortex piriforme; cpv-
cortex piriforme ventral; DVR- eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo;
GCL- camada de células granulares; GL- camada glomerular, MCL-
camada de células mitrais; nDB- nucleo da banda diagonal de Broca; nPH-
nucleo periventricular hipotaldmico, PH- primordio de hipocampo; PT-
espessamento palial, Str- estriado, TO- tracto Optico, TuOL- tubérculo
olfatorio.
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Fig. 9- Representagdo esquematica de secgdes coronais do encéfalo da tartaruga

Trachemys dorbigni mostrando as regides positivas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase (@) e da citocromo oxidase (A). A:
Telencéfalo e Diencéfalo; B: Telencéfalo e Mesencéfalo; C: Mesencéfalo. cd-
cortex dorsal, cdm- cortex médio dorsal, cm- cortex medial, cp- cortex
piriforme; Gld- porgdo dorsal do nucleo geniculado lateral, Glv- porgdo
ventral do nucleo geniculado lateral, HM- nucleo habenular medial, Imr-
por¢do magnocelular rostral do nucleo do istmo; IP- nicleo interpeduncular;
nBOR- nucleo basal da raiz 6ptica; nDCP- nucleo dorsal da comissura
posterior, NFLM- nucleo do fasciculo longitudinal medial, nIV- niicleo do
IV par craniano; nPH- nucleo periventricular hipotaldmico; nPM- nucleo
profundo do mesencéfalo, nVH- nucleo médio ventral hipotalamico;, PT-
espessamento palial, PV- pedunculo ventral do fasciculo prosencefalico
lateral; R- nucleo rotundus; Ru- nucleo rubro; SGC- camada cinzenta
central, SN- substancia nigra, TO- tracto optico; TSC- torus semicircularis.
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Fig. 10- Representacdo esquematica de secgdes coronais do encéfalo e da medula

espinal cervical alta da tartaruga Trachemys dorbigni mostrando as regides
positivas ao procedimento histoquimico da glicogénio fosforilase (@) e da
citocromo oxidase (A). A-E: Medulla Oblonga, F: Medula Espinal. Cb-
cerebelo; Cbl- nucleo cerebelar lateral; Cbm- nucleo cerebelar medial; FD-
funiculo dorsal; FL- funiculo lateral; FV- funiculo ventral; GCL- camada de
células granulares; Imc- por¢do magnocelular caudal do nucleo istmo; Ipc-
por¢ao parvocelular do nuacleo istmo; LoC- locus coeruleus; ML- camada
molecular; MN- nucleo marginal; nTS- nucleo do trato solitario; nVI- nucleo
do VI par craniano; nVII- nicleo do VII par craniano; nX- nucleo do X par
craniano; nXII- nicleo do XII par craniano, PCL- camada de células de
Purkinje; PrV- nuacleo principal do V par craniano; Rai- nucleo inferior da
rafe, Ras- nacleo superior da rafe; Ri- nacleo reticular inferior; Ris- nucleo
reticulat istmico, Rm- nuacleo reticular medial; Rs- nucleo reticular superior;
SGD- substancia cinzenta dorsal, SGV- substancia cinzenta ventral, TeO-
tecto optico, Ttd- nucleo descendente do V par craniano, VeD- nucleo
vestibular descendente; Vel- nucleo vestibular lateral.







Fig. 11- Fotomicrografias de sec¢Ges coronais do encéfalo de tartaruga Trachemys
dorbigni, adulta, mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase. A: Reatividade nas camadas
molecular (seta vazada) e plexiforme (asterisco) do cortex medial. Esta
atividade também € observada em neurdnios piramidais (setas cheias) desta
‘regido. B: Neurdnios positivos na area da eminéncia ventricular dorsal do
telencéfalo (setas). C:. Positividade em somas neuronais (setas) do nucleo
periventricular hipotaldmico. D: Atividade glicogénio fosforilase em
neurdnios do ntcleo rubro (setas). E: Intensa positividade nas camadas do
tecto optico. F: Neurdnios positivos no nucleo mesencefélico do V par
craniano (setas). V: Terceiro ventriculo. Barras de calibragdo: A,C: 70 um;
B,D: 30 um; E-F; 200 um.
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Fig. 12- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga Trachemys
dorbigni, adulta, mostrando diversas regides reativas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase. A: Neurdnios com atividade positiva
no nucleo do istmo (setas). B: Somas neuronais reativos no nuacleo do III par
craniano (setas). C: Atividade glicogénio fosforilase em neurénios do nacleo
do IV par craniano (setas). D: Reagdo positiva em neurénios fusiformes da
substancia nigra (setas). E: Reatividade em somas neuronais localizados no
locus coeruleus (setas). F: Reagdo glicogénio fosforilase em células nervosas
do nucleo do VII par craniano (setas). FLM: Fasciculo longitudinal medial.
Barras de calibragdo: A, C, D, E, F: 70 um; B: 30 um.







Fig. 13- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo e da medula espinal
cervical alta de tartaruga 7rachemys dorbigni, adulta, mostrando diversas
regides positivas ao procedimento histoquimico da glicogénio fosforilase. A:
Neuro6nio reativo no nucleo motor do V par craniano (seta). B: Atividade
glicogénio fosforilase em neurdnios do nucleo do X par craniano (setas). C:
Reagao positiva em somas neuronais (setas) do nucleo inferior da rafe (Ri) e
do nucleo reticular medial (Rm). D: Somas neuronais reativos no nicleo do
X1 par craniano (setas). E: Atividade positiva em motoneuronio (seta) da
medula espinal cervical alta. F: Reatividade em neurdnios comissurais dorsais
da medula espinal (setas). Barra de calibragdo: A-D: 70 um; E: 10 um; F; 30
um.







Fig. 14- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga 7Trachemys

dorbigni, adulta, mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da citocromo oxidase. A: Reac¢do positiva nos glomérulos
olfativos (setas). B: Reatividade moderada nas células piramidais (setas
cheias) do cortex medial. A camada molecular apresenta-se divida em duas
sub-camadas. Uma com fraca (asterisco) e outra com intensa (seta vazada)
positividade. A camada plexiforme mostra escassa reacdo a citocromo
oxidase (estrela). C: Neurdnios reativos no nucleo central da eminéncia
ventricular dorsal do telencéfalo (setas). D: Somas (setas) e prolongamentos
(cabecas de setas) neuronais na regido do estriado. E: Neurdnios com
atividade citocromo oxidase no nucleo rotundus (setas). F: Reagdo
citocromo oxidase em neurdnios da habénula medial (setas). Barras de
calibragdo: A-D: 70 um; E-F: 30 um.
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Fig. 15- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de tartaruga 7rachemys
dorbigni, adulta, mostrando diversas regides reativas ao procedimento
histoquimico da citocromo oxidase. A: Neurdnios positivos no nacleo dorsal
da comissura posterior (setas). B: Reacdo citocromo oxidase em somas
(setas) e prolongamentos (cabegas de setas) de neurdnios da camada cinzenta
central do tecto optico. C: Somas (setas) e prolongamentos (cabega de seta)
neuronais no nucleo rubro. D: Reag@io positiva em somas (setas) e
prolongamentos (cabecas de setas) de neurdnios do nucleo do istmo. E:
Atividade citocromo oxidase em células nervosas do nucleo do III par
craniano (setas). F: Neur6nios reativos no nucleo do IV par craniano (setas).
FLM: Fasciculo longitudinal medial, V. Terceiro ventriculo. Barras de
calibragdo: A, C, D: 70 um; B: 30 um; E-F: 200 um.






Fig. 16- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de tartaruga 7rachemys

dorbigni, adulta, mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da citocromo oxidase. A: Positividade na regido do torus
semicircularis (TSC) e do nucleo mesencefalico do V par craniano
(asterisco). B: Somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas) de
neuronios reativos da regido da substancia nigra. C: Atividade enzimatica no
soma (setas) e nos prolongamentos (cabegas de setas) de neurdnios do
nucleo reticular inferior. D: Atividade citocromo oxidase nos somas (setas) e
nos prolongamentos (cabeca de seta) neuronais do nucleo vestibular lateral.
E: Somas (setas) e prolongamentos (cabeca de seta) de neurdnios reativos
localizados no nucleo inferior da rafe. F: Reag@o positiv nos somas (setas) e
nos prolongamentos (cabegas de setas) de neuronios fusiformes do nucleo do
XII par craniano. Barras de calibragdo: A: 200 um; B: 70 um; C-F: 30 um.
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Fig. 17- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo e da medula espinal

cervical alta de tartaruga Trachemys dorbigni, adultas, mostrando diversas
regides reativas ao procedimento histoquimico da citocromo oxidase. A:
Reagdo positiva nas camadas granular (asterisco), molecular (estrela) e de
células de Purkinje (setas) do cerebelo. Nesta ultima camada, a atividade

também € observada nos prolongamentos (cabegas de setas) destas células.

B: Neurénios positivos no nucleo profundo medial do cerebelo (setas).C:
Reagdo enzimatica no corno ventral (asterisco) e no nicleo marginal (seta)
da medula espinal cervical alta. D: Detalhe em maior aumento da
fotomicrografia anterior mostrando a reatividade nos somas (setas) e
prolongamentos (cabegas de setas) de motoneuronios do corno ventral da
medula espinal. E: Detalne em maior aumento da fotomicrografia C
ressaltando a atividade citocromo oxidase nos somas neuronais do nucleo
marginal. F: Somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas) de neuronios
fusiformes localizados no funiculo lateral da medula espinal. Barras de
calibrag@o: A, B, D, F: 70 um; C: 200 pm; E: 30 um.






Fig. 18- Representagdo esquematica de sec¢des coronais do encéfalo da tartaruga

Trachemys dorbigni mostrando as regides positivas ao procedimento
histoquimico da NADPH-diaforase (®). A: Bulbo Olfatorio; B-G:
Telencéfalo e Diencéfalo, H: Telencéfalo e Mesencéfalo; I. Mesencéfalo. A-
nucleo accumbens, ADVR- eminéncia ventricular dorsal anterior do
telencéfalo, BDVR- eminéncia ventricular dorsal basal do telencéfalo, D-
cortex dorsal; DM- cortex médio dorsal, GCL- camada de células granulares;
GL- camada glomerular, IP- nuacleo interpeduncular, LFB- fasciculo
prosencefalico lateral; LH- nucleo habenular lateral; LS- nicleo septal lateral;
M- cortex medial, ME- eminéncia média, MFB- fasciculo prosencefalico
medial, ML- camada de células mitrais; mM- nucleo supramamilar medial;
MS- nucleo septal medial; nAC- nicleo da comissura anterior; nEP- nucleo
entopeduncular, nPH- nucleo periventricular hipotalamico; nPM- nucleo
profundo do mesencéfalo, nSP- nucleo suprapeduncular; nVH- nucleo médio
ventral hipotaldmico; Ru- nucleo rubro, SN- substéncia nigra; So- nucleo
supraoptico; OC- quiasma optico; OT- tracto optico;, P- cortex piriforme;
Pd- pedinculo dorsal do fasciculo prosencefalico lateral; PGS- camada
cinzenta periventricular, PH- primordio de hipocampo; Po- area pre-optica;
PV- nucleo paraventricular hipotalamico, Pv- pedunculo ventral do fasciculo
prosencefalico lateral, R- niacleo rotundus; Str- estriado; Tel- telencéfalo,
TSC- torus semicircularis; TuOl- tubérculo olfatério; VTA- area tegmental |
3n- I nervo craniano.
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Fig. 19- Representagdo esquematica de secgdes coronais do encéfalo e da medula

espinal cervical alta da tartaruga 7rachemys dorbigni mostrando as regides
positivas ao procedimento histoquimico da NADPH-diaforase (®). J-O:
Medulla Oblonga; P: Medula Espinal. Cb- cerebelo; CN- neurdnios
comissurais, Co- nucleo coclear;, DGM- substincia cinzenta dorsal, DTT-
nucleo descendente do V par craniano, Dve- nucleo vestibular descendente;
GCL- camada de células granulares, Lcb- nucleo cerebelar lateral; LVe-
nucleo vestibular lateral;, ML- camada molecular; MLF- fasciculo
longitudinal medial, mV- nucleo motor do V par craniano, nAmb- ntcleo
ambiguo; nTS- nucleo do trato solitario; nVI- nicleo do VI par craniano;
nVII- nucleo do VII par craniano; nVH- nucleo médio ventral hipotaldmico;
nX- nucleo do X par craniano; nXII- nucleo do XII par craniano; OI- oliva
inferior; PrV- nucleo principal do V par craniano; Ri- nucleo reticular
inferior; Rm- nucleo reticular medial; Rs- nucleo reticular superior; Sve-
nucleo vestibular superior; VGM- substancia cinzenta ventral.
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Fig. 20- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de tartaruga 7rachemys
dorbigni, adultas, mostrando atividade NADPH-diaforase. A: Reagdo
positiva na camada glomerular (setas) e em neurdnios da camada granular
interna (asterisco) do bulbo olfatorio. B: Detalhe em maior aumento da
fotomicrografia anterior mostrando a positividade dos somas (setas) e dos
prolongamentos (cabega de seta) das células da camada granular interna. C:
Atividade NADPH-diaforase em somas neuronais localizados no nucleo
accumbens (setas). D: Reatividade em somas (setas) e prolongamentos
(cabegas de setas) de neurdnios do tubérculo olfatério. E: Reagdo positiva
no soma (seta vazada) e nos prolongamentos (setas cheias) de neurdnios da
eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo. F: Atividade positiva em
neurdnio localizado na regidao do estriado. Barras de calibragdo: A: 200 um;
B: 30 um; C-E: 70 um; F: 10 um.
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Fig. 21- Fotomontagem de uma secgfo coronal do telencéfalo de tartaruga Trachemys
dorbigni adulta mostrando a distribuicdo da atividade NADPH-diaforase em
neurdnios (setas) localizados nas regides da eminéncia ventricular dorsal
anterior (ADVR), do estriado (Str) e do cortex piriforme (C). V: Ventriculo
lateral. Barra de calibragdo: 200 um.
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Fig. 22- Fotomontagem do cortex médio dorsal de tartarugas Trachemys dorbigni
adulta (A) e Pseudemys scripta elegans jovem (B) mostrando a distribui¢io
da atividade NADPH-diaforase em neurdnios piramidais (setas curvas cheias)
e nos prolongamentos em forma de rosario (setas curvas vazadas da figura
B) da camada molecular. Barras de calibragdo: A: 70 um; B: 30 um.
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Fig. 23- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga Trachemys
dorbigni, adulta, mostrando regides positivas ao procedimento histoquimico
da NADPH-diaforase. A: Positividade em neurdnios localizados no nucleo
periventricular hipotaldmico (setas). B: Somas neuronais reativos na regido
do hipotalamo lateral. C: Somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas)
de neurénios positivos no nucleo supramamilar. D: Rea¢do NADPH-
diaforase em células nervosas localizadas na camada cinzenta periventricular
(setas) do tecto oOptico. E: Reatividade em somas (setas) e prolongamentos
(cabecas de setas) de neurénios do nucleo rubro. F: Neur6nio positivo na
regido da substancia nigra. Barras de calibragdo: A-C: 30 um; D: 70 um; E:
200 um; F: 10 pm.
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Fig. 24- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo e da medula espinal
cervical alta de tartaruga Trachemys dorbigni, adulta, mostrando diversas
regides reativas ao procedimento histoquimico da NADPH-diaforase A:
Reacdo positiva em somas (setas) e prolongamentos (cabega de seta) do
locus coeruleus. B: Somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas)
positivos localizados no ntcleo profundo lateral do cerebelo. C: Atividade
NADPH-diaforase em neurdnios do nucleo do XII par craniano. D:
Neurdnio positivo no nuacleo reticular inferior. E: Somas (setas) e
prolongamentos (cabegas de setas) reativos no nucleo do trato solitario. F:
Reagdo positiva em somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas)
neuronais da coluna lateral do corno dorsal da medula espinal cervical alta.
Barras de calibragido: A: 200 um; B, C, F: 70 um; D-E: 30 um.
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Fig. 25- Fotomontagem do cerebelo de tartarugas Pseudemys scripta elegans jovem
(A) e Trachemys dorbigni adulta (B) mostrando a reagdo NADPH-diaforase
nas camadas granular (CG) e molecular (CM). As células de Purkinje foram
negativas a este tratamento histoquimico, mas pode-se observar a presenca
de prolongamentos positivos formando cestas em volta do soma destas
células (setas) em ambas as espécies de tartarugas. PIC: Plexo corioide; IV:
Quarto ventriculo. Barra de calibragido: 200 um.
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Fig. 26- Representagdo esquematica de sec¢do da medula espinal de tartaruga
mostrando a disposi¢do das areas la, Ib e III, e de somas neuronais de
pequenos e médios didmetros (circulos pequenos), e de neurbnios gigantes
(asterisco). A area hachurada representa a area II. Barra de calibragdo: 50
um. (Obtido do trabalho de FERNANDEZ et al., 1993).



Fig. 27- Fotomontagem de secgdes coronais do corno dorsal da medula espinal
cervical alta de tartaruga Trachemys dorbigni adulta mostrando o padrido de
distribui¢do da atividade NADPH-diaforase nas éreas la, Ib, II e III desta
regiio medular. A positividade desta enzima também estd presente em
neurdnios da comissura dorsal (CDC) e da coluna lateral do corno dorsal
(LCDH), além das células ependimarias do canal central (CC). A seta cheia
indica a presenga de rea¢do positiva em neur6nio radial, enquanto a seta
vazada aponta um neurdnio gigante reativo, cujo prolongamento parece
dirigir-se ao lado contralateral. Barra de calibragdo: 70 um.
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Fig. 28- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga Pseundemys
scripta elegans jovem mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase. A: Reagdo positiva em neuronios
piramidais (setas) do cortex medial. As camadas molecular (asterisco) e
granular (estrela) ndo se apresentam reativas. B: Somas neuronais positivos
na regido da eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo (setas). C: Atividade
glicogénio fosforilase em neurdnios localizados na regido do estriado (setas).
D: Reagdo enzimatica em somas neuronais do nucleo geniculado ventral
(setas). E: Neuronios reativos no nucleo rotundus (setas). F: Neurdnios com
atividade glicogénio fosforilase no hipotalamo periventricular (setas). V:
Terceiro ventriculo. Barras de calibragdo: A, E, F: 70 um; B, C, D: 30 um.

R

ey






Fig. 29- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga Pseudemys
scripta elegans jovem mostrando diversas regides reativas ao procedimento
histoquimico da glicogénio fosforilase. A: Positividade em neurdnios
localizados na camada cinzenta central (setas) do tecto optico. B: Neurdnios
reativos no nucleo mesencefalico do V par craniano (setas). C: Somas
neuronais positivos no nucleo do III par craniano (setas). D: Reagdo
glicogénio fosforilase em neurdnios do nucleo do istmo (setas). E: Atividade
glicogénio fosforilase em neurdnios da substdncia nigra (setas). F: Reacéo
positiva em somas neuronais do locus coeruleus (setas vazadas). FLM:
Fasciculo Longitudinal Medial;, V: Aqueduto de Silvio. Barras de calibragio:

A-D: 70 um; E-F: 30 um.
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Fig. 30- Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo e da medula espinal
cervical alta de tartaruga Pseudemys scripta elegans jovem mostrando
diversas regides reativas ao procedimento histoquimico da glicogénio
fosforilase. A: Reagdo positiva em neurdnios do nucleo vestibular superior
(setas). B: Positividade em somas neuronais do nacleo coclear (setas). C:
Atividade glicogénio fosforilase em neurdnios do nucleo do X par craniano
(setas). D: Reagdo enzimatica em neurdnio do nucleo reticular inferior (seta
vazada). E: Somas neuronais positivos no nucleo inferior da rafe (setas). F:
Neur6nios com atividade glicogénio fosforilase no corno ventral da medula
espinal cervical aita (setas). Barras de calibragdo: A-E: 30 um; F: 70 um.






Fig. 31- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de tartaruga Pseudemys
scripta elegans jovem mostrando diversas regides reativas ao procedimento
histoquimico da citocromo oxidase. A: Intensa reag@o positiva em neuronios
piramidais (setas) do cortex medial. As camadas molecular (asterisco) e
plexiforme também mostram forte reatividade. B: Atividade citocromo
oxidase em neurdnios localizados na eminéncia ventricular dorsal do
telencéfalo (setas). C: Somas neuronais reativos na regido do estriado
(setas). D: Reagdo citocromo oxidase em neurdnios localizados no ntcleo
habenular medial (setas). E: Neurdnios positivos localizados no nucleo

rotundus (setas). F: Atividade enzimatica em somas neuronais do nucleo

geniculado ventral. Barras de calibragdo: A, E, F: 70 um; B, C, D: 30 um.
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Fig. 32- Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de tartarugas Pseudemys
scripta elegans jovens mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da citocromo oxidase. A: Atividade enzimatica em neurdnios
localizados no nucleo dorsal da comissura posterior (setas). B: Reacdo
positiva em neurdnios (setas) localizados na camada cinzenta central do tecto
optico. C: Positividade em somas neuronais do nacleo do III par craniano
(setas). D: Reacdo citocromo oxidase em neurénios do nucleo do istmo
(setas). E: Atividade citocromo oxidase em somas neuronais do nucleo
vestibular lateral. F: Reacgdo positiva nas camadas granular (asterisco),
molecular (estrela) e de células de Purkinje (setas) do cerebelo. FLM:
Fasciculo longitudinal medial, IV: Quarto ventriculo; V: Aqueduto de Silvio.

Barras de calibra¢do: A, B, C, D, F: 30 um; B, E: 70 um.
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Fig. 33- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo e da medula espinal

cervical alta de tartaruga Pseudemys scripta elegans jovem mostrando
reacdo citocromo oxidase em diversas regides. A: Reacdo positiva em
neurdnios localizados no nucleo coclear (setas). B: Neurdnios reativos no
nucleo do VI par craniano (setas). C: Somas (setas vazadas) e
prolongamentos (cabegas de setas) neuronais positivos do nucleo reticular
inferior. D: Atividade citocromo oxidase em motoneurdnios do corno ventral
da medula espinal cervical alta (setas). E: Reacdo citocromo oxidase em
células nervosas do nicleo marginal. F: Soma (seta) e prolongamento
(cabeca de seta) neuronal reativo no funiculo lateral da medula espinal
cervical alta. FLM: Fasciculo Longitudinal Medial. Barras de calibracdo: A,

B, D: 30 um; C: 70 um; E-F: 10 pm.
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Fig. 34- Fotomicrografias de sec¢des coronais do encéfalo de tartaruga Pseudemys

scripta elegans jovem mostrando diversas regides positivas ao procedimento
histoquimico da NADPH-diaforase. A: Positividade em neurdnios
localizados no cortex piriforme (setas). B: Somas (setas vazadas) e
prolongamentos (cabegas de setas) neuronais reativos no ntcleo accumbens.
C: Atividade NADPH-diaforase em somas (setas) e prolongamentos (cabe¢a
de seta) de neurdnios da eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo. D:
Reagdo positiva em somas (setas) e prolongamentos (cabecas de setas) de
neuronios da regido do estriado. E: Neurdnios (setas) positivos na regido da
amigdala. F: Reagdo NADPH-diaforase em somas neuronais do hipotalamo
medial (seta curva) e do hipotdlamo lateral (seta reta). O asterisco indica a
presenca de reatividade na regido da eminéncia meédia. V: Terceiro
ventriculo. Barras de calibrag¢@o: A, B, C, E: 70 um; D: 30 um; F: 200 um.






Fig. 35- Fotomontagem de sec¢do coronal do hemisfério telencefdlico de tartaruga
Pseudemys scripta elegans jovem mostrando a atividade NADPH-diaforase
em somas (setas finas cheias) e em prolongamentos (seta branca larga)
neuronais. ADVR- eminéncia ventricular dorsal; c¢d- cortex dorsal; cdm-
cortex médio dorsal; cm- cortex medial; ep- cortex piriforme; nAc- nucleo
accumbens; PH-primordio de hipocampo;, SL: nuacleo septal lateral; SM:
nucleo septal medial; Str-estriado; V: Ventriculo lateral. Barra de calibracao:

200 pum.
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Fig. 36- Regido telencefalica de tartaruga Pseudemys scripta elegans jovem. A:
Fotomontagem mostrando a presenca de atividade NADPH-diaforase na
regido da estria terminal (STe) e em neurdnios do nacleo do tubérculo
olfatério (nToe). B: Fotomontagem mostrando somas neuronais com reagio
NADPH-diaforase nas regides do estriado (Str) e do globus pallidus (GP).
FPL: Fasciculo prosencefélico lateral, FPM: Fasciculo prosencefalico
medial; PIC: Plexo coridide; V: Ventriculo lateral. Barras de calibragio: 200

um.
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Fig. 37- Fotomontagem de uma secg¢do obliqua do encéfalo de tartaruga Pseudemys
scripta elegans jovem mostrando o padrio de distribuigdo da atividade
NADPH-diaforase em algumas regides do diencéfalo e do mesencéfalo.
ECC: camada cinzenta central do tecto optico; ECP: camada cinzenta
periventricular do tecto optico, NFLM: nucleo do fasciculo longitudinal
medial; OSC: o6rgdo subcomissural; Ru: nucleo rubro; SM: nucleo
supramamilar; Barra de calibrag@o: 200 um.
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Fig. 38- Fotomontagem do mesencéfalo de tartaruga Pseudemys scripta elegans
jovem mostrando o padrio de distribui¢io da atividade NADPH-diaforase.
ATV- nicleos tegmentais ventrais, ECC- camada cinzenta central, ECP-
camada cinzenta periventricular; IIl: Terceiro ventriculo; La- niucleo laminar
do torus semicircularis; nPM: nucleos profundos do mesencéfalo; SN-
substancia nigra, TSC- torus semicircularis; V: Aqueduto de Silvio; 3n:
emergéncia do terceiro par craniano. Barra de calibragdo: 200 pum.
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Fig. 39- Fotomontagem do rombencéfalo de tartaruga Pseudemys scripta elegans
jovem mostrando neuronios com reagdo NADPH-diaforase nas regides do
nucleo do coclear (Co); do nucleo vestibular descendente (VeD); dos
nucleos medial (CbM) e lateral (CbL) do cerebelo; e do nicleo superior da
rafe (Ras). A seta vazada indica fibras positivas que conectam o nucleo
coclear e o nucleo vestibular descendente. As setas cheias pequenas
apontam para somas neuronais reativos na regido do nucleo reticular
medial. FLM: Fasciculo longitudinal medial; V: Quarto ventriculo. Barra

de calibrac¢do: 200 um.
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Fig. 40- Fotomontagem da medulla oblonga de tartaruga Pseudemys scripta elegans
jovem mostrando diversos ntcleos com atividade NADPH-diaforase. CO-
nucleo coclear; Rai- nicleo inferior da rafe; Rm- nucleo reticular medial;
TTd- niucleo descendente do trigémio; VeD- nucleo vestibular descendente.
A area em destaque sera apresentada em maior aumento na proxima
fotomontagem. Notar a presenga de corpos celulares positivos no fasciculo
longitudinal medial (FLM). Barra de calibragdo: 200 pum.
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Fig. 41- Detalhe em maior aumento da area em destaque da fotomontagem anterior
mostrando a atividade NADPH-diaforase em somas e prolongamentos
neuronais dos nucleos coclear (Co), do VI par craniano (nVI), do VII par
craniano (nVII), do reticular medial (Rm), do descendente do trigémio
(TTd) e do vestibular lateral (VeL). Barra de calibragdo: 70 pum.
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Fig. 42- Medulla Oblonga de tartaruga Pseudemys scripta elegans jovem. A:
Fotomontagem mostrando a presenga de atividade NADPH-diaforase em
neurdnios do nucleo do trato solitario (nTS), do nuacleo vestibular
descendente (VeD), dos nucleos do X e XII pares cranianos, do nucleo
descendente do trigémio (TTd) e dos nucleos reticular inferior (Ri) e inferior
da rafe (Rai). B: Atividade NADPH-diaforase em neurénios do nucleo do
trato solitario (nTS), do nucleo descendente do trigémio (TTd), do nucleo
ambiguo (nAmb), do nucleo do XII par craniano e da oliva inferior (OI). V:
Quarto ventriculo. Barras de calibragdo: 200 um.
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Fig. 43- Fotomicrografias de secgdes coronais da medula espinal cervical alta de

tartaruga Pseudemys scripta elegans jovem mostrando a distribuigdo da
atividade NADPH-diaforase. A: Vista topografica da medula espinal cervical
alta onde se observa a intensa reatividade nas areas Ia, Ib, II e III, e em
somas neuronais (setas cheias maiores) da coluna lateral dorsal (LCDH) e
em neurdnios (seta cheia curva) da comissura dorsal (CDC). A seta vazada
indica a positividade em motoneurdnio do corno ventral, enquanto as setas
pequenas cheias apontam para somas celulares reativos dispersos pelo
funiculo ventral. B: Detalhe em maior aumento da parte superior do corno
dorsal mostrando a reatividade das areas Ia, Ib, II e III e neurénios positivos
na comissura dorsal (setas curvas cheias). A seta vazada indica soma de
neurdnio radial. C: Reagdo NADPH-diaforase nas areas Ia e II do corno
dorsal e em soma de neurdnio radial (seta). D: Atividade NADPH-diaforase
em soma (seta) e prolongamento (cabeca de seta) de um neurénio “bitufted”
da CDC. E: Reagdo positiva em neurdnios da coluna lateral do corno dorsal
(setas cheias) e de motoneurdnio (seta vazada) do corno ventral. Notar a
presenga de corpos celulares positivos no funiculo lateral (setas cheias
pequenas). F: Reatividade em células localizadas no funiculo ventral (setas).
Barras de calibragdo: A: 200 pm; B; E; F: 70 um; C-D: 30 um.
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Fig. 44- Fotomicrografias de sec¢des coronais de ganglio raquidiano de tartaruga

Trachemys dorbigni adulta mostrando o padrio de atividade da NADPH-
diaforase. A: Reacdo positiva em somas neuronais de 16 (setas cheias) e 24
um de didmetro (setas vazadas) do ganglio raquidiano de tartaruga em
condi¢des basais. B: Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior
destacando os somas de 16 (setas cheias) e 24 um de didmetros (setas
vazadas). Notar o nucleo celular negativo. C: Intensa atividade NADPH-
diaforase em neurdnios do génglio raquidiano de tartarugas apds 15 dias da
sec¢do do nervo ciatico. D: Detalhe em maior aumento da fotomicrografia
anterior mostrando que a reago positiva localizou-se em somas neuronais de
16 (setas cheias) e 24 um de diametros (setas vazadas). Esta reacdo
NADPH-diaforase apresenta uma discreta reducdo nos neurGnios menores
do génglio raquidiano de tartarugas apos 30 (E) e 90 (F) dias da
desnervaco periférica (setas). Barras de calibragdo: A, C, E, F: 200 um; B,

D: 30 um.






Fig. 45- Fotomicrografias de sec¢des coronais da medula espinal lombar de tartaruga
Trachemys dorbigni adulta mostrando a presenca de atividade NADPH-
diaforase em neuronios motores do corno ventral apos 7 (A), 30 (B), 60 (C) e
90 (D) dias da secg¢do do nervo ciatico (setas). Note que esta atividade
apresentou-se com um aspecto granular aos 7 dias. o qual se tornou uma
coloragio homogénea nos demais periodos apresentados, sendo esta
reatividade intensa aos 90 dias. A sec¢do da fotomicrografia A foi submetida a
coloracio de hematoxilina e eosina apdés o tratamento histoquimico da
NADPH-diaforase. Barras de calibracdo: A: 70 um; B-D: 30 um.
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Fig. 46- Fotomicrografias de sec¢des coronais da medula espinal lombar de tartaruga
Trachemys dorbigni adulta mostrando o padrdo de atividade da NADPH-
diaforase apos diferentes intervalos da sec¢do do nervo ciatico. A: Intensa
reatividade nas areas la, Ib, II e III apos 15 dias do procedimento cirurgico.
Uma forte positividade ¢ observada no neuropilo da substancia cinzenta e nas
células gliais deste segmento da medula espinal. B: Atividade NADPH-
diaforase nas areas Ia, Ib e Il da medula espinal lombar apds 90 dias da
desnervagdo periférica. As setas indicam a presenca de uma intensa reatividade
em somas de motoneurdnios do corno ventral. Barras de calibragdo: 200 um.
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Fig. 47- Fotomontagem da medulla oblonga de tartaruga 7rachemys dorbigni adulta
mostrando o padrdo de atividade da NADPH-diaforase em distintos nucleos
ap6s 15 dias da sec¢do do nervo ciatico. Observar a reagdo granular em
alguns somas neuronais do nucleo reticular medial (seta cheia curva) e do
nucleo inferior da rafe (cabeca de setas). Notar a reagdo homogénea (setas
vazadas) em neurdnios do nucleo reticular medial (Rm), dos nucleos do X ¢
do X1 pares cranianos, e do nucleo descendente do trigémio (TTd). Notar a
intensa reatividade das células gliais. FLLM: Fasciculo longitudinal medial;
Ri: Nucleo inferior da rafe. Barra de calibragdo: 200 um.






Fig. 48- Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo de tartaruga 7Trachemys

dorbigni adulta mostrando a presenga de reacio NADPH-diaforase em
diversas regides apos a sec¢do do nervo ciatico. A: Reagdo granular em
somas neuronais do nucleo mesencefalico do V par craniano ap6s 30 dias da
desnervagdo. B: Neurdnios moderamente reativos no nucleo do istmo (setas)
aos 15 dias da seccdo nervosa periférica. C: Atividade granular em soma
neuronal (seta) localizado no nucleo reticular inferior apos 15 dias da
desnervagdo periférica. D: Neurdnio (seta) com reagdo granular positiva no
nucleo inferior da rafe aos 15 dias da seccdo do ciatico. E: Atividade
NADPH-diaforase granular em soma neuronal (seta) localizado no nucleo
reticular inferior apos 30 dias da desnervagdo periférica. F: Presenca de
granulos positivos em neurdnio do nucleo reticular inferior apos 90 dias da
sec¢do nervosa periférica. Barras de calibragdo: A, C, D, E, F: 30 um; B: 70
pm.






Fig. 49- Fotomicrografias de sec¢des coronais de diversas regides positivas ao

procedimento histoquimico da NADPH-diaforase no encéfalo de tartaruga
Trachemys dorbigni adulta submetida a secgdo do nervo ciatico. A: Somas
(setas) e prolongamentos (cabegas de setas) de neurdnios reativos na
eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo apos 15 dias do procedimento
cirurgico. B: Reacdo positiva em somas (setas) e prolongamentos (cabegas
de setas) neuronais localizados na regido do estriado aos 15 dias apos a
secgdo nervosa periférica. C: Atividade NADPH-diaforase em neurdnios
(setas) da eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo apds 60 dias da sec¢édo
do ciatico. D: Reagdo NADPH-diaforase em soma (seta) e prolongamento
(cabega de seta) de neurdnio da regido do estriado aos 60 dias da
desnervagdo periférica. E: Neurdnios positivos no nucleo dorso medial
anterior do talamo apos 90 dias da secc¢do nervosa periférica. F: Reagdo
NADPH-diaforase nos prolongamentos de tanicitos localizados na regido da
eminéncia média aos 15 dias da sec¢do do ciatico. Barras de calibragio: A-C:
70 pm; D-F: 30 um. '






Fig. 50- Medula espinal lombar de tartaruga Trachemys dorbigni adulta, em

condigdes basais. A: Vista topografica de uma sec¢do coronal desta regido
mostrando o predominio da imunorreatividade da SP na area Ia. Esta
imunorreatividade ainda € observada na érea III e no corno ventral (setas),
onde parece envolver os somas de motoneurdnios, 0s quais se apresentam
negativos. A area em destaque € apresentada na descricdo da proxima
fotomicrografia. B: Detalhe em maior aumento da area destacada
anteriormente mostrando o padrio da SP nas fibras imunorreativas
localizadas na area la. C: Vista topografica de uma secg¢do coronal da
medula espinal lombar ressaltando a imunorreatividade das areas Ia e I ¢
a presenga desta atividade no corno ventral deste segmento da medula
(setas). A area em destaque mostra c€lulas imunorreativas a SP (cabeca de
seta) localizadas na regido da coluna lateral do corno dorsal (LCDH). D:
Detalhe em maior aumento da area em destaque da fotomicrografia anterior
mostrando a imunorreatividade de neuronios (cabegas de setas) da area III.
As areas II e Ib ndo possuem fibras imunorreativas. Barras de calibracdo:

A, C: 200 um; B, D: 70 pm.






Fig. 51- Fotomicrografias de vistas topograficas de sec¢des coronais da medula
espinal lombar de tartaruga Trachemys dorbigni adulta mostrando o padrio
de imunorreatividade a SP em animais em condi¢des basais (A) e apos 7 (B)
e 15 (C) dias da secg@o do nervo ciatico. Observe que este peptideo esta
presente em fibras longas e curtas da area Ia. As fibras longas chegam até a
area III. Entretanto, a sec¢do nervosa periférica provocou uma redugdo na
quantidade das fibras longas imunorreativas no lado ipsilateral a desnervagao
(seta). As areas Il e Ib apresentaram-se sempre negativas. Barra de

calibragio: A-C: 200 pym.
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Fig. 52- Fotomicrografias de vistas topograficas de secgdes coronais da medula
espinal lombar de tartaruga 7rachemys dorbigni adulta mostrando o padrio
de imunorreatividade da SP apos 30 (A), 60 (B) e 90 (C) dias da sec¢do do
nervo ciatico. Notar que a quantidade de fibras longas imunorreativas que
chegam a area III apresentou-se reduzida no lado ipsilateral a secgdo nervosa
periférica (seta) nos periodos de 30 e 60 dias, porém ocorreu uma
recuperagdo apos os 90 dias da desnervagdo. As areas II e Ib da medula
espinal lombar apresentaram-se sempre negativas. Barras de calibragdo: A-C:

200 pm.
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Distribui¢io da atividade glicogénio fosforilase e citocromo oxidase no sistema

nervoso central de Trachemys dorbigni, adultas, em condi¢3es basais

Este estudo constatou a presenga e a distribuigdo das enzimas glicogénio
fosforilase e citocromo oxidase no encéfalo e na medula espinal cervical alta de
tartarugas Trachemys dorbigni, em condigdes basais. As reagdes positivas
localizaram-se em diversas areas do sistema nervoso central. Suas distribui¢des ao
longo deste tecido apresentaram-se muito similares, sendo estas exatamente as
mesmas para a glicogénio fosforilase total e a glicogénio fosforilase a. Esta
semelhanca também foi observada em ratos (COOPERSMITH & LEON, 1987;

HARLEY & BIELAJEW, 1992).

De um modo geral, a reagdo glicogénio fosforilase mostrou-se intensa em
praticamente' todas as areas positivas, enquanto a atividade citocromo oxidase foi
muito variavel. E bem provavel que esta resposta enzimatica esteja representando a
atividade metabdlica destes neur6nios, pois um conceito fundamental do mapeamento
metabdlico € que a utilizagdo energética do tecido nervoso esta acoplada a atividade

funcional dos neurénios (DiROCCO et al., 1989; ERECINSKA & SILVER, 1989).

Esta bem demonstrado na literatura que a atividade citocromo oxidase ¢é
determinada pela intensidade do metabolismo oxidativo (Fig. 2, 3), enquanto aquela
da glicogénio fosforilase representa o metabolismo glicolitico (Fig. 1). Deste modo,
parece licito sugerir que tanto o metabolismo oxidativo como o glicolitico sdo

responsaveis pela demanda funcional em praticamente as mesmas regides do sistema
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nervoso central da tartaruga Trachemys dorbigni. E provavel que a preponderancia
de uma ou outra via dependera das condigdes metabdlicas favoraveis ou ndo a sua
maior expressdo. Por exemplo, quando o animal se encontrar em condigSes aerdbicas,
devera prevalecer o metabolismo oxidativo. Porém, em condi¢des hipoxicas ou
anoxicas, deve predominar a via glicolitica. E sabido que a sobrevivéncia do tecido
nervoso de tartarugas andxicas resulta da redugdo da taxa metabolica e da ativagdo do

metabolismo glicolitico (LUTZ et al., 1985).

As tartarugas passam normalmente por situagdes de hipoxia ou anoxia, as quais
ocorrem durante o periodo de hibernagdo e, as vezes, durante a alimentagdo. Estes
animais alimentam-se dentro d’égué, permanecendo um tempo consideravel
mergulhados durante essa atividade. Gregory (1982) relatou que as tartarugas
aquaticas freqiilentemente se enterram na lama, no fundo de lagos ou debaixo de
detritos durante a hibernagdo, sendo estes locais com pouca ou nenhuma
disponibilidade de oxigénio. Nesta situagdo, ocorre um aumento da concentra¢do do
acido latico circulante, indicando a utilizagdo de vias anaerobicas para a manutengio
da produgio de ATP (JOHLIN & MORELAND, 1933; ULTSCH & JACKSON,
1982; ULTSCH et al., 1985). A tartaruga Chrysemys dorbigni apresentou maiores
periodos de mergulho voluntério durante o inverno (SANTOS et al., 1990). Além

disso, foi dificil sua captura nesta época do ano (PARTATA, 1992).

Durante mergulhos voluntarios rotineiros de tartarugas, a pressdo parcial do
oxigénio das artérias pode cair até aproximadamente 20 torr (LUTZ, 1992). Esta

situagdo provavelmente ndo ocasionara mudangas no consumo de ATP (LUTZ et al,,
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1985). Calculos da produgdo anaerdbica de ATP indicam que a glicolise € estimulada
no inicio do periodo hipoxico (LUTZ et al., 1984; KELLY & STOREY, 1988), sendo
esta capaz de sustentar a produgdo normal, ou praticamente normal, de ATP, apesar
da redug¢do da fosforilagio oxidativa. A baixa afinidade da citocromo oxidase
encefalica de tartarugas ao oxigénio, quando comparada com aquela de ratos, poderia
facilitar a estimulagdo compensatoria inicial da glicolise (SICK et al., 1982; LUTZ et
al., 1985). Ja quando a anoxia ¢ estabelecida, hd uma depressio da atividade
metabolica do animal, a qual possibilita sua sobrevivéncia apesar do baixo rendimento

energético da glicolise anaerobica (KELLEY & STOREY, 1988).

Contudo, a maior expressdo da via glicolitica ou da via oxidativa ndo induz
necessariamente a inibicdo imediata da outra rota metabolica. Em encéfalo de
tartarugas, a transi¢do para a anoxia € acompanhada de um acréscimo da
concentragdo de lactato e uma diminui¢do das reservas de fosfocreatina, as quais
ocorrem antes da redugdo total da atividade da citocromo oxidase (LUTZ et al.,
1984). Este resultado indica a ativacdo da glicolise quando ainda a via oxidativa
encontra-se atuante, ou seja, demonstra um paralelismo entre as duas rotas para a
produg@o de ATP. De acordo com Lutz et al. (1985), estes dados também sugerem a
inexisténcia do conhecido efeito Pasteur em tecido nervoso intacto de tartarugas,
muito embora Robin et al. (1979) ndo tenham observado este padrdo de resposta em
fatias deste tecido de tartarugas. Porém, estes ultimos autores sugerem que o estado
redox da citocromo oxidase poderia controlar o comego da glicolise anaerdbica, uma
vez que a atividade desta enzima mostra-se variavel ao longo do periodo de mergulho

voluntario de tartarugas.
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Com base nestes conhecimentos, fica explicita a existéncia de uma provavel
inter-relagio entre atividade citocromo oxidase e glicogénio fosforilase. A
similaridade na distribuigdo destas enzimas no encéfalo da tartaruga Trachemys
dorbigni favorece a existéncia de uma relagdo intima entre ambas, mas, a0 mesmo

tempo, demonstra a necessidade de estudos mais detalhados sobre o metabolismo

hipdxico e anoxico das tartarugas.

E interessante destacar que a distribuigio da glicogénio fosforilase e da
citocromo oxidase apresentaram-se similar aquela do glicogénio (PARTATA &
ACHAVAL-ELENA, 1995). Todavia, as enzimas tiveram uma distribuigdo mais
ampla do que a do polissacarideo. Esta diferenga € particularmente interessante no
telencéfalo. Nesta regido, a reatividade glicogénio fosforilase ocorreu em todas as
camadas corticais e na regido do estriado, porém, o glicogénio foi encontrado apenas
na camada de células piramidais. Esta maior expressdo da enzima também foi
observada no neopalio de alguns representantes da ordem Rodentia (SHIMIZU &
OKADA, 1957). E intrigante esta diferenga entre enzima e substrato, mas pode-se
suspeitar que elas tenham sido consequéncias do estresse produzido durante a
manipulagdo do animal para a obtengdo dos tecidos. E sabido que a reserva
glicogénica do encéfalo é rapidamente mobilizada apds a morte do animal, sendo,
inclusive, mais rapida em algumas areas do que em outras (IBRAHIM, 1975). Esta
susceptibilidade do glicogénio encefalico poderia ser responsavel pelas diferengas
observadas na distribuigio deste polissacarideo e de sua respectiva enzima de

degradag@o.
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Apesar destas disparidades, nota-se uma similaridade na distribuigdo do
glicogénio e da glicogénio fosforilase. O glicogénio parece constituir uma importante
fonte de energia para o encéfalo de tartarugas. O tratamento destes animais com
iodoacetato, um inibidor da via glicolitica, ocasionou diminui¢do no tempo de
sobrevivéncia a anoxia (BELKIN, 1962). Além disso, ha uma queda do contetido
glicogénico encefalico de alguns representantes dos répteis, dos peixes e dos
ciclostomas durante hipoglicemia decorrente da administragio de insulina
(PLISETSKAYA, 1968). Em Chrysemys dorbigni, observou-se uma diminuigdo
acentuada na reserva glicogénica do encéfalo apds 72 horas da administragdo
periférica de insulina, havendo também uma tendéncia de sua redugdo apds 30 dias de
jejum (PARTATA, 1992). Assim, a similaridade na distribui¢do do glicogénio e da
glicogénio fosforilase, além de reforgar o papel energético proposto para o
glicogénio, garante sua mobilizagdo para o fornecimento de moléculas de glicose

quando for necessario.

A distribuiggo da glicogénio fosforilase e da citocromo oxidase da tartaruga em
estudo foi similar aquela descrita em ratos (HARLEY & BIELAJEW, 1992). Este
resultado é muito interessante, uma vez que, em mamiferos, os astrocitos constituem
o sitio primario de deposigdo do glicogénio encefilico (CATALDO &
BROADWELL, 1986; MAGISTRETTI et al., 1993), e o principal local de captagdo e
processamento da glicose até lactato ou alanina (DRINGEN et al, 1993a; b;
TSACOPOULOS & MAGISTRETTI, 1996). Na tartaruga, ao contrario, a reserva
glicogénica do tecido nervoso prevalece nos neurénios (PARTATA & ACHAVAL-

ELENA, 1995). E possivel que esta diferenca seja conseqiiéncia do menor nimero de
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células gliais para um dado soma neuronal de determinado tamanho que existe nos
répteis quando comparados com os mamiferos (PANNESE et al., 1975). Deste modo,
pode-se sugerir que as células gliais tenham pouca ou nenhuma participacdo nos
eventos metabolicos do tecido nervoso de tartarugas, sendo provavel que a conquista
deste papel funcional da glia ocorreu durante o processo evolutivo dos mamiferos,
como conseqiiéncia do aumento em seu numero. Entretanto, deve-se considerar
também a possibilidade de que a relagdo entre neurdnio e células gliais ja tenham um
papel significativo nas tartarugas, porém prevalecendo ainda a representagdo neuronal
nestes eventos. Contudo, o esclarecimento desta questdo necessita da demonstragéo
da relagdo metabolica entre neurdnios e células gliais no sistema nervoso central de

tartarugas e de outros representantes dos vertebrados.

Todavia, a similaridade na distribui¢do das enzimas glicogénio fosforilase e
citocromo oxidase no tecido nervoso de tartarugas e ratos permite a especulagdo de
que provavelmente tais semelhangas também ocorram entre tartarugas e outros
representantes dos vertebrados. Porém, até o presente momento, € impossivel
responder a esta questdo, pois, como apresentado na introdug@o desta tese, ainda €
muito pequena a representatividade dos estudos de mapeamento destas enzimas entre
os vertebrados. Contudo, sabe-se que a atividade citocromo oxidase apresenta-se
muito variada entre as diversas espécies de mamiferos estudadas (KAGEYAMA &
WONG-RILEY, 1982; KAGEYAMA & WONG-RILEY, 1986; KISH et al., 1992;
HEVNER et al, 1993; HEVNER et al, 1995), enquanto a glicogénio fosforilase
parece variar de acordo com a idade do animal (SHIMIZU & OKADA, 1957). E

provavel que estas variagGes representem a necessidade de cautela nas conclusSes dos
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estudos de atividade destas enzimas em diferentes espécies. Assim sendo, os
resultados de um dado animal qualquer ndo devem ser generalizados para outras
espécies, pois podem expressar apenas a atividade do animal em questdo. Deste
modo, os resultados referentes a tartaruga Trachemys dorbigni ndo devem ser
tomados como representativo das tartarugas, muito embora possa ser considerado
como ponto de referéncia para posteriores estudos metabolicos do sistema nervoso
central desses animais. A realizagdo do mapeamento da glicogénio fosforilase e da
citocromo oxidase em outras espécies de tartarugas trardo maiores esclarecimentos

sobre o seu metabolismo encefalico local.

Todavia, merece destaque, neste momento, os resultados experimentais de Xia
et al. (1992), os quais demonstraram que a atividade citocromo oxidase do encéfalo
da tartaruga Pseudemys scripta elegans foi menor do que aquela obtida neste tecido
de ratos adultos e recém-nascidos. Na tartaruga, as areas mais reativas foram o
cortex, o nicleo central da eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo e o
paleoestriado augmentatum, enquanto em ratos, tanto adulto como recém-nascido, a
maior positividade localizou-se nas regides da amigdala, do hipotalamo e do cerebelo.
Estes resultados mostram diferencas entre a atividade citocromo oxidase em encéfalo
de tartarugas e de ratos. Outros estudos também relatam a existéncia de diferengas na
atividade desta enzima nestas espécies. Em condi¢Ges normocitas, a atividade da
citocromo oxidase apresentou-se mais reduzida em encéfalo de tartarugas do que em
ratos (SICK et al, 1982). Além disso, a relagdo entre tensio do oxigénio e a
frequiéncia redox da citocromo oxidase foi menor em encéfalo de tartarugas do que

neste tecido de ratos, o que sugere que o estado redox da citocromo oxidase € menos
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sensivel 4s mudangas da tensdo do oxigénio em tartarugas do que em ratos (LUTZ et

al,, 1985).

Todas as areas que apresentaram atividade citocromo oxidase em Pseudemys
scripta elegans (XIA et al., 1992), também foram positivas em Trachemys dorbigni.
Entretanto, a comparagdo entre estes resultados € praticamente impossivel, pois a
atividade citocromo oxidase da primeira espécie de tartaruga foi obtida principalmente
por método bioquimico, ndo havendo uma descrigdo detalhada das areas encefélicas

que apresentaram positividade a detecgdo histoquimica desta enzima.

Todavia, os resultados aqui obtidos podem ser comparados com os dados
referentes as conecgdes sinapticas do tecido nervoso dos répteis, assim permitindo a
associagdo da atividade das enzimas glicogénio fosforilase e citocromo oxidase com

as fungdes sensoriais e motoras da tartaruga Trachemys dorbigni.

Nesta espécie de tartaruga, os glomérulos olfativos foram positivos a
citocromo oxidase, mas negativos a glicogénio fosforilase. Esta ultima enzima foi
encontrada na camada de fibras aferentes e na camada granular. Entretanto, em
Chrysemys dorbigni, a reserva glicogénica do bulbo olfatério localizou-se nos
glomérulos e na camada de fibras aferentes (PARTATA & ACHAVAL-ELENA,
1995). E interessante esta diferenca na distribuigdo da glicogénio fosforilase e do
glicogénio. Todavia, isto também foi observado com a enzima de sintese deste
polissacarideo no encéfalo de ratos. Nestes animais, a maior concentragdo glicogénica

localizou-se no mesencéfalo e no diencéfalo (SVORAD, 1958; 1959), enquanto a
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imunorreatividade & glicogénio sintetase predominou nas 4reas do hipocampo,
neocortex cerebral, estriado e cortex cerebelar (INQUE et al, 1988). Nenhuma
explicagdo foi encontrada para estas divergéncias, porém, merece ser destacado aqui
que os padrdes de distribui¢do das enzimas glicogénio fosforilase e citocromo oxidase
do bulbo olfatério de tartarugas foi similar aquele descrito em ratos

(COOPERSMITH & LEON, 1987; HEVNER et al., 1995).

E sabido que a regifio cortical destes animais mostra-se bem diferenciada, tendo
areas especializadas no recebimento de projegdes olfativas, visuais, somatossensoriais
e auditivas. Em tartarugas e crocodilos, as aferéncias visuais, somatossensorais e
auditivas possuem representatividade principalmente na regido médio-rostral do
cortex dorsal, porém podem também finalizar no cortex medial. As vias olfativas
projetam-se principalmente para o cortex piriforme ou lateral, embora também
ocorram pequenas terminagdes no cortex medial (BELEKHOVA, 1979). Como todas
estas areas apresentaram atividade das duas enzimas consideradas, parece licito

sugerir a participagdo de ambas nas fungdes corticais.

Deve ser destacado, neste momento, que a atividade citocromo oxidase do
cortex de Trachemys dorbigni mostrou-se similar aquela descrita em lagartos, muito
embora tenha ocorrido algumas pequenas diferengas. Nos lagartos, houve poucas
células positivas na camada piramidal, enquanto em Trachemys dorbigni observaram-
se inimeros neurdnios moderamente reativos. A camada molecular do cértex desta
tartaruga apresentou-se dividida em duas zonas, sendo a mais superficial com intensa

reatividade e a outra com positividade moderada, porém com esparsas células reativas



119

(REGIDOR & POCH, 1988). Ja em lagartos, a camada molecular mostrou-se
subdividida em trés zonas. A mais superficial praticamente nfio apresentou
reatividade, sendo esta muito moderada na zona intermediaria e intensa na zona
adjascente a camada de células piramidais. Neste animal, a camada plexiforme € que
se mostrou dividida em duas zonas, sendo aquela logo abaixo da camada de células
piramidais fortemente reativa, enquanto a outra foi negativa, mas se observaram
escassas células com reagdo positiva. Na tartaruga também observou-se este padrio
laminar, porém sem células reativas. No cortex piriforme das tartarugas, detectaram-
se neurdnios com atividade citocromo oxidase. Entretanto, em lagartos, esta regido
mostrou-se negativa a detecgdo histoquimica desta enzima (REGIDOR & POCH,
1988). E possivel que estes resultados indiquem diferengas entre as espécies. Todavia,
deve ser também considerada a possibilidade de que estas tenham resultado de
alteragles metabolicas decorrentes da manipulagdo dos animais no momento de sua
utilizagdo experimental (WONG-RILEY, 1989). O estresse ocasionado pela
manipulagio poderia suprimir ou estimular a atividade citocromo oxidase nas

diferentes areas corticais, explicando as pequenas variagdes observadas.

Em répteis, as aferéncias ao nucleo rotundus provém do tecto Optico (pelo
tracto tecto-taldmico) e suas eferéncias transitam pelo fasciculo telencefalico lateral
terminando no estriado (paleoestriado lateral). O estriado, por sua vez, constitui o
centro motor do paleoencéfalo (ANTHONY, 1970). O nucleo reuniens também
recebe aferéncias do tecto dptico, além daquelas provenientes do corpo geniculado
medial (ANTHONY, 1970). O tecto optico, por sua vez, esta recebendo aferéncias da

medula espinal (pelo tracto espino-tectal), do diencéfalo (pelos tractos talamo-tectal e
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habénulo-tectal), do telencéfalo (pelo tracto estriado-tectal) e da retina (ANTHONY,
1970; ten DONKELAAR & NIEUWENHUYS, 1979). Com base nestas conecgdes,
pode-se sugerir o envolvimento dos nucleos taldmicos rotundus e reuniens na
sensibilidade geral dos répteis, uma vez que recebem aferéncias do tecto optico que,
por sua vez, recebe projecdes da medula espinal. Além disso, estd descrito o
ehvolvimento de grupos celulares dos nucleos rotundus € reuniens no processamento
de informagdes de vias visuais e auditivas que fazem sinapses nestas areas e projetam
a diferentes regides da eminéncia ventricular dorsal do telencéfalo (HALL & EBNER,
1970, REINER & POWER, 1978; 1980; 1983; BALABAN & ULINSKI, 19814, b).
Esta ultima regido ainda recebe aferéncias do cortex (NORTHCUTT, 1970;
LOHMAN & MENTINK, 1972; BUTLER, 1976, GAIDAENKO, 1978; LOHMAN
& van WORDEN-VERKLEY, 1978), da medulla oblonga (HALL & EBNER, 1970;
PARENT & POITRAS 1974; DUBE & PARENT, 1978, LOHMAN & van
WOERDEN-VERKLEY, 1978; ULINSKI, 1978, PARENT, 1979) e do estriado

(BELEKHOVA et al., 1978).

Nos répteis, o hipotalamo agrupa os centros vegetativos do paleoencéfalo,
embora o rinencéfalo também possua envolvimento em fungdes vegetativas nestes
animais. As aferéncias ao hipotdlamo provém de diversos grupos neuronais do
telencéfalo (cortex, hipocampo e estriado) e suas células, por sua vez, fazem sinapses
no tecto oOptico e no tegmento mesencefalico, os quais comandam a motricidade
visceral, sendo que algumas de suas fibras formam parte da neurohipofise

(ANTHONY, 1970).



121

A tartaruga Trachemys dorbigni apresentou atividade glicogénio fosforilase
nos nucleos hipotaldmicos ventrais, onde se encontram, dentre outros, os nucleos
supra-optico e paraventricular (ANTHONY, 1970). Algumas das fibras destes
nucleos destinam-se a4 neurohipofise, estando envolvidas nos processos de
neurosecregdo. As outras fibras do nucleo supra-optico dirigem-se & eminéncia média
(ANTHONY, 1970). Quanto ao restante das fibras provenientes do nucleo
paraventricular, sabe-se que em ratos estas terminam na eminéncia média
(VANDESANDE et al., 1977), no tronco cerebral € na medula espinal (CONRAD &
PFAFF, 1976; SAPER et al., 1976). Estas fibras vdo inervar regides associadas com o
sistema nervoso auténomo, inclusive o nicleo de Edinger-Westphal, o nucleo
parabraquial, o nicleo do trato solitario, o nicleo motor dorsal do nervo vago e a
coluna intermediolateral da medula espinal, assim como a substincia cinzenta
periaqueductal, o nucleo pedunculopontino, o locus coeruleus, a zona marginal do
nucleo trigeminal sensorial e a substincia cinzenta central espinal (SWANSON &
McKELLAR, 1979; SWANSON & HARTMAN, 1980; SWANSON et al, 1984).
Este nicleo também estd envolvido nos mecanismos de ingesta hidrica (SWANSON
et al.,, 1986). Estas comunicagdes ndo foram demonstradas no nucleo paraventricular
dos répteis, porém, como ocorrem muitas semelhangas, tanto morfologicas como
fisiologicas, entre os répteis e os mamiferos, pode-se pensar na existéncia destas
conecgdes sinapticas no nicleo paraventricular de tartarugas. Entretanto, apenas

futuros estudos poderdo esclarecer esta hipotese.

O nucleo rubro, nos répteis, é considerado um centro motor, o qual possui

fungdo motora associativa. Para ele convergem as eferéncias dos centros
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mesencefalicos, via fasciculo pretectal descendente, além daquelas dos centros
vestibulares, pelas fibras do nucleo tangencial que percorrem o fasciculo longitudinal
medial, e do cerebelo, através de fibras do brago conjuntivo pelo fasciculo
longitudinal medial. As eferéncias deste nucleo constituem a via rubro-espinal. Este
feixe torna-se componente do fasciculo longitudinal medial ipsilateral e faz sinapse
nos motoneurdénios (ANTHONY, 1970), sendo assim um importante componente da
motricidade dos répteis. Além disso, demonstrou-se, em Chrysemys picta, que o
nucleo rubro recebe proeminente aferéncia, e também envia terminagdes para o nucleo
cerebelar lateral contralateral. O nuacleo cerebelar lateral, por sua vez, recebe
aferéncias do nucleo reticular lateral ipsilateral, o qual estd recebendo proje¢Ges
diretas do niicleo rubro via tracto rubro-espinal (SARRAFIZADEH & HOUK, 1994).
Neste estudo, relatou-se ainda que a maioria, sendo todas as fibras rubro-cerebelares
sdo colaterais do tracto rubro-espinal, € em torno de 17-26% dos neurdnios rubro-
espinais enviam colaterais ao cerebelo, o que € menor do que a percentagem de 37%
descrita para ratos (HUISMAN et al, 1983), mas levemente superior aquela
observada em gatos (ECCLES et al, 1975; ROBINSON et al, 1987). O nicleo
rubro, em tartarugas, parece receber também proje¢des descendentes do nucleo
suprapeduncular. No entanto, ndo esta claro se estas aferéncias fazem sinapses em
neur6nios rubro-espinais, em interneur6nios gabaérgicos localizados no nucleo rubro
ou em ambos os tipos. Todavia, esta conecgdo pode ser importante para a modulagdo
da atividade pré-motora descendente. Outra proje¢do proeminente para o nucleo
rubro, em tartarugas, provém da formagdo reticular rombencefilica rostral, a qual
recebe aferéncias bilaterais da medula espinal. Esta projecdo ascendente ipsilateral

representa outro sitio de transmissdo somatossensorial para o nucleo rubro. Além
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disso, a formagdo reticular rombencefalica parece atuar como um centro de integragdo
da informacgdo sensorial oriunda de multiplos sitios da medula espinal, antes destas
serem passadas para o nucleo rubro ou para outros centros mesencefélicos
(SARRAFIZADEH & HOUK, 1994). Em répteis, sabe-se também que a via rubro-
espinal envia algumas terminagbes para o cortex cerebelar (BANGMA & ten
DONKELAAR, 1982; KUNZLE, 1983). Nestes animais também parece existir uma
rudimentar via rubro-olivar (ten DONKELAAR & De BOER-VAN HUIZEN, 1981,

SARRAFIZADEH & HOUK, 1994).

O nucleo do istmo recebe as eferéncias do teto optico, através do tracto tecto-
istmico, do coliculo caudal e do nucleo coclear, sendo, porém, deste ultimo via
lemnisco lateral. As eferéncias desse nucleo fazem sinapses no tecto 6ptico pelo tracto
istmo-tectal, no nucleo profundo do mesencéfalo e no nicleo do istmo contralateral
pelas fibras comissurais, sendo que algumas destas terminam no coliculo caudal.
Como a partir dos anfibios existe o feixe istmo-taldmico, é possivel que nos répteis
também se encontre esta comunicagdo (ANTHONY, 1970). A por¢do parvocelular
deste nucleo origina as projegdes centrifugas para a retina do olho contralateral
(WEILER, 1985). Portanto, o nicleo do istmo, além de receber e exercer influéncias
em centros visuais e auditivos, também poderia influenciar estruturas envolvidas na
sensibilidade geral, uma vez que recebe e projeta parte de suas eferéncias para o tecto
optico, o qual estd envolvido nas sensibilidades extero e proprioceptivas

(ANTHONY, 1970; ten DONKELAAR & NIEUWENHUYS, 1979).
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Na espécie de tartaruga em estudo, houve igualdade na distribuicdo da
glicogénio fosforilase e da citocromo oxidase na medulla oblonga, onde ocorreram
apenas variagdes na intensidade das reagdes histoquimicas. Estas enzimas estavam
presentes nos nucleos V, VI, VII X e XII pares cranianos, bem como nos nucleos
reticulares superior, medial e inferior, € nos nicleos superior e inferior da rafe. Estes
ultimos nucleos fazem parte da formagdo reticulada e interacionam-se com o cerebelo,
o tecto mesencefalico, o tegmento, os nicleos dos nervos cranianos € a medula

espinal (ANTHONY, 1970).

Nos répteis, a formagdo reticular que esta interposta entre os centros motores
da medula espinal e os centros motores encefalicos (nucleo rubro e complexo
estriado) parece coordenar a atividade motora da medula espinal, regular o tono
postural e, pelas fibras reticulo-espinais, influenciar neuroénios proprio-espinais. Deste
modo, possui entdo relagdo com os musculos responsaveis pelo trabalho respiratorio.
Como esta estrutura parece analoga a formagdo reticular dos mamiferos, acredita-se
que receba aferéncias hipotaldmicas e rinencefélicas, responsaveis pelo controle das

fungdes vegetativas (ANTHONY, 1970).

As fibras provenientes do nicleo reticular inferior fazem parte do fasciculo
longitudinal medial, o qual descende para a medula espinal. As fibras reticuloespinais
do funiculo lateral originam-se no nicleo reticular inferior e no nucleo inferior da rafe,
enquanto aquelas fibras do funiculo ventral procedem dos nucleos reticulares medial,
superior e do istmo (ARIENS-KAPPERS et al.,, 1936). Esta via poderia ser chamada

via final comum, através da qual o telencéfalo e o tronco encefalico influenciariam os
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motoneurdnios medulares, ji que os répteis ndo possuem o tracto corticoespinal

(KUSUMA et al., 1979).

Os neurbnios do nucleo vestibular, porg¢des lateral, medial, superior e
descendente também apresentaram reagdo positiva a glicogénio fosforilase e a
citocromo oxidase. Este nucleo esta envolvido na manutengdo do equilibrio na
tartaruga, recebendo aferéncias oriundas das regides vestibulares do ouvido interno,
semelhante aos outros amniotas, além de aferéncias da medula espinal, cerebelo,
alguns nucleos dos nervos cranianos, e dos centros coclear, trigeminal e vagal. Suas
eferéncias destinam-se ao cerebelo, tronco encefalico, em particular aos ntcleos do
ITI, IV e VI pares cranianos, € medula espinal (PEARSON & PEARSON, 1976; ten
DONKELAAR & NIEUWENHUYS, 1979; RUIGROK et al., 1985), demonstrando

- aimportancia destas células nestes animais.

Na medula espinal de 7rachemys dorbigni, a reagdo citocromo oxidase foi mais
ampla do que aquela da glicogénio fosforilase, localizando-se nos neurénios motores
e comissurais, no nicleo marginal ¢ em neurdnios dispersos pelo funiculo lateral,
enquanto a expressdo da glicogénio fosforilase ocorreu apenas em neurénios motores
e comissurais. Estas diferengas sdo intrigantes e dificeis de serem explicadas, pois, até
o presente momento, desconhece-se a fungdo do nucleo marginal. A presenga de forte
reatividade a citocromo oxidase, neste micleo, sugere a existéncia de um elevado
metabolismo oxidativo, o qual poderia estar desempenhando um importante papel

funcional na medula espinal.
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Os padrdes de distribuigdes da glicogénio fosforilase € da citocromo oxidase da
tartaruga  Trachemys dorbigni ndo foram similares aos de quaisquer
neurotransmissores conhecidos. Entretanto, pode ser sugerido o envolvimento destas
enzimas nas vias visual e olfativa de tartarugas, uma vez que os seus nucleos
apresentaram-se reativos. Nas tartarugas, a via visual estd& composta por duas
por¢Bes: uma que sai da retina, passa pelo micleo geniculado dorsal e finaliza no
cortex dorsal, e outra, onde as projegdes retinianas fazem conecgdes no tecto optico e
dai seguem para o nicleo rotundus, terminando na eminéncia dorsal ventricular do
telencéfalo (ANTHONY, 1970; EBBESSON, 1972; HALL, 1972; HALL et al., 1977,
HERGUETA et al., 1993). As eferéncias do nervo olfativo destinam-se ao bulbo
olfatério, de onde a grande maioria dirige-se ao cortex piriforme, mas algumas vio
até a amigdala, a banda diagonal de Broca, ao tubérculo olfatério, ao estriado e ao
septo e a habénula. Algumas destas também chegam ao hipocampo (ANTHONY,

1970).

Com base nas informagdes acima apresentadas, pode-se sugerir a existéncia de
metabolismo oxidativo e glicolitico em uma grande quantidade de nucleos sensoriais e
motores do tecido nervoso de Trachemys dorbigni. Assim sendo, o funcionamento
destas 4reas ndo serd afetado na falta de oxigénio, pois, como discutido
anteriormente, parece haver uma inter-relagdo entre a atividade citocromo oxidase e
glicogénio fosforilase no inicio das mudangas hipoxicas. A manutencdo da
funcionalidade destas regides, independente da disponibilidade de oxigénio, torna as
tartarugas mais preparadas a enfrentar situagdes adversas do que os mamiferos, o que

¢ uma realidade. Isto leva ao questionamento de que esta caracteristica talvez tenha
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sido perdida com o decorrer da evolugdo, ou tenha sido suprimida pela aquisi¢do de
outras vias e conecgdes nos mamiferos. Entretanto, € intrigante a semelhanga
observada na distribui¢dio destas enzimas e aquela descrita para os mamiferos
(SHIMIZU & OKADA, 1957). Mas, deve ser lembrado que o estado redox da
citocromo oxidase mostra diferengas em encéfalos de tartarugas e ratos (SICK et al,,
1982; LUTZ et al., 1985). Frente a estes resultados, fica evidente a necessidade de
estudos mais detalhados sobre o metabolismo encefélico de tartarugas, os quais
poderdo ndo apenas contribuir para o entendimento do metabolismo deste tecido, mas
também fornecer subsidios para o esclarecimento das mudancas decorrentes da

evolugdo, as quais resultaram na perda da capacidade de tolerancia a anoxia pelos

mamiferos.

Estd demonstrado na literatura que a atividade citocromo oxidase possui uma
correlagdo direta com o tipo de sinapse que um determinado neurdnio poés-sinaptico
estd recebendo. Se esta aferéncia for predominantemente excitatéria, ha maior
expressdo da atividade citocromo oxidase, ficando esta diminuida na situagdo de
inibigdo. Este padrao de resposta pode ocorrer tanto no soma, como nos dendritos e
no ax6nio de um neurénio (KAGEYAMA & WONG-RILEY, 1982; MJAATVEDT
& WONG-RILEY, 1988). Nesta situagdo, a atividade citocromo oxidase parece
relacionar-se mais com o trabalho das bombas i6nicas, para o restabelecimento do
potencial de membrana, do que com o crescimento celular ou com a sintese de
neurotransmissores. Lehrer (1973) observou que, em fatias cerebelares, o
metabolismo oxidativo foi maior apés o periodo de crescimento celular intenso. E

sabido também que a taxa de crescimento do sistema nervoso € menor do que aquela
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dos demais tecidos, porém possui maior metabolismo oxidativo (LOWRY, 1975;
WONG-RILEY et al., 1987). Neste tecido, demonstrou-se ainda que a sintese de
neurotransmissores requer apenas 1% do suprimento energético total gasto pela
bomba i6nica (BACHELARD, 1975). Além disso, diversos estudos mostraram uma
diminuigdo do metabolismo oxidativo apos remog¢des de aferéncias excitatorias de
varios sistemas sensoriais (WONG-RILEY, 1979; WONG-RILEY & WELT, 1980,

WONG-RILEY & RILEY, 1983).

A similaridade observada na distribui¢io da citocromo oxidade e da glicogénio
fosforilase em encéfalos de Trachemys dorbigni e de ratos (HARLEY & BIELAJEW,
1992) sugere que a expressdo da glicogénio fosforilase pode ndo apenas refletir a
atividade glicolitica desta regido, mas também representar as necessidades metabolicas
e sinapticas neuronais. Drummond & Bellward (1970) observaram uma correlagio
grosseira entre atividade glicogénio fosforilase e densidade sinaptica. Entretanto, a
realizagdo de estudos mais detalhados sobre esta questdo possibilitara averiguar se ha
realmente correspondéncia entre a expressdo desta enzima e a atividade sinaptica do

tecido nervoso.

Esta e todas as outras questdes anteriormente apresentadas foram frutos da
abordagem histoquimica aqui delineada, e dos escassos estudos referentes ao
metabolismo encefélico das tartarugas. Deve ser destacado que o presente estudo foi
a primeira demonstragdo de um possivel mapa metabolico local do tecido nervoso
destes animais. Isto deixa bem evidente a necessidade de um entendimento mais

acentuado neste campo, ndo apenas para o conhecimento das particularidades deste
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tecido, mas principalmente para haver um maior esclarecimento sobre as mudangas
decorrentes da evolugdo, as quais tornaram o encéfalo dos mamiferos mais vulneravel
a falta de oxigénio. Além disso, deve ser ressaltado que os resultados do presente
estudo servirdo como ponto de referéncia para posteriores estudos do metabolismo
encefalico de tartarugas, permitindo também comparagdes com outras espécies, 0 que
ajudara no entendimento filogenético da atividade das enzimas glicogénio fosforilase e

citocromo oxidase.,

Distribui¢io da NADPH-diaforase no sistema nervoso central de tartarugas

Trachemys dorbigni, adultas, em condigoes basais

O encéfalo desta espécie de tartaruga mostrou reagdo positiva a NADPH-
diaforase em diferentes areas do sistema nervoso central. Resultado semelhante foi
encontrado em Pseudemys scripta elegans (BRUNING et al., 1994). Porém, ao
contrario do que estd apresentado no presente trabalho, esses autores relatam
atividade NADPH-diaforase moderada nos glomérulos olfativos, uma negatividade
nos neurdnios do nicleo central da eminéncia dorsal ventricular do telencéfalo e
positividade apenas no nicleo hipotaldmico periventricular, localizado préximo da
comissura anterior, e aquele da regido dorsal do nucleo hipotaldmico ventromedial.
Outra diferenga pronunciada é a pouca quantidade de neurdnios reativos no nicleo
rubro, o qual apresentou iniimeras células positivas em Trachemys dorbigni. Cabe
ainda mencionar a reatividade das areas do micleo do fasciculo longitudinal medial, do
nucleo mesencefilico do V par e do nucleo interpeduncular em Pseudemys scripta

elegans, os quais foram negativos no presente estudo. Em Pseudemys scripta elegans,
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observa-se ainda reagdo positiva no nicleo vestibular superior, no nucleo funicular
dorsal e no nucleo laminar do torus semicircularis, ¢ uma negatividade no nucleo
hipoglosso. Em Trachemys dorbigni, a positividade do nicleo vestibular localizou-se
em todos os seus subnucleos (superior, inferior e descendente) € no nucleo do

hipoglosso, mas os nucleos funicular dorsal e laminar do torus semicircularis

mostraram-se negativos.

Niao ha explicagdes conclusivas para essas diferengas. Contudo, pode-se supor
que elas tenham resultado da preparagdo dos tecidos. Naquele trabalho, as tartarugas
foram submetidas a uma perfuséo intra-cardiaca com paraformaldeido 4% diluido em
TP. No presente trabalho, os tecidos eram colocados nesta mesma solugdo fixadora,
porém acrescida de 0,2% de gluteraldeido. No entanto, hd evidéncias experimentais
de que o padrdo de reatividade da NADPH-diaforase € idéntico em tecidos fixados
com paraformaldeido somente e naqueles com esta solugio acrescida de
gluteraldeido, sendo que nesta Gltima situagdo houve diminui¢iio da intensidade da
coloragdo de fundo, ou seja, do “background” (VALTSCHANOFF et al., 1993;
TAKEMURA et al., 1996). Além disso, a fixagdo do tecido nervoso das tartarugas
Trachemys dorbigni, desnervadas, foi realizada de forma similar aos procedimentos
descritos por Briining et al. (1994), ou seja, perfusdo intra-cardiaca somente com
paraformaldeido 4% diluido em TP sem resultar em diferengas na atividade NADPH-
diaforase. Assim, parece mais provavel que as divergéncias observadas na distribuigio
da NADPH-diaforase nestas duas espécies de tartarugas sejam o resultado de
diferengas entre as espécies. Apesar de ndo haver evidéncias experimentais, € possivel

que diferentes circuitos neuronais possam estar envolvidos no controle de fungdes
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similares nas tartarugas. Também parece plausivel a hipotese de que estes circuitos
utilizem diferentes neurotransmissores em suas conec¢des. Porém, somente a
realizagio de estudos mais detalhados sobre este tema poderdo esclarecer estas
hipoteses. Além disso, é evidente que o conhecimento das estruturas nitrérgicas em
diferentes espécies de tartarugas permitira a elaboragdo de hipoteses mais plausiveis
sobre a evolugdo do Oxido nitrico dentro do grupo das tartarugas, contribui}ndo

também para o entendimento do processo evolutivo dos vertebrados.

E necessario, entretanto, determinar se as regides NADPH-diaforase positivas
sdo imunorreativas & NOS, pois em Pseudemys scripta elegans houve pequenas
diferencas na distribuigdo destas moléculas, ou seja, algumas foram positivas ao
procedimento histoquimico da NADPH-diaforase, mas negativas ao tratamento
imunohistoquimico da NOS (BRUNING et al., 1994). As areas onde ocorreram estas
divergéncias foram: o nervo e os glomérulos olfativos, os nacleos hipotaldmicos
supra-Optico e paraventricular, o 6rgdo subcomissural, o nucleo mesencefalico do V

par e o nucleo vestibular superior.

Essas diferengas na distribuicio da NADPH-diaforase e da NOS também
ocorreram no encéfalo de Carassius auratus, onde se realizou o mapeamento
histoquimico desta enzima juntamente com a técnica imunohistoquimica da NOS
usando um anticorpo desenvolvido contra a enzima de mamifero (BRUNING et al.,
1995). No entanto, neste estudo, a pré-incubagdo dos cortes com uma solugio de TP
com Triton X-100 minimizou-as. Este efeito nio pode ser explicado. Os autores

sugerem que eles possam estar indicando que aquela atividade NADPH-diaforase nio
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relacionada 4 NOS € mais instivel e menos sensivel aos métodos de fixagdo. Mas, por
outro lado, é possivel que a atividade NOS ¢ que seja instdvel € pouco sensivel aos
métodos de fixagdo utilizados, s6 que estaria em maior concentrag@o. Deste modo, o
tecido poderia tolerar perdas maiores sem grandes mudangas na atividade
histoquimica. Um pré-requisito para a preservagdo da atividlade NADPH-diaforase
relacionada a NOS ¢ a fixagdo do tecido com paraformaldeido MATSUMOTO et al.,
1993a). No trabalho de Briining et al. (1994) e no presente estudo a fixagdo foi
efetuada em paraformaldeido, porém, neste Gltimo foi realizada uma pré-incubagéo
dos cortes com solugdo de TP e Triton X-100, o que fortalece a possibilidade de que

a atividade NADPH-diaforase aqui descrita relacione-se com a NOS.

Os glomérulos olfativos, alguns neurdnios da camada granular interna do bulbo
olfatério e a regido do tubérculo olfatorio da tartaruga Trachemys dorbigni foram
positivos 8 NADPH-diaforase. Em ratos também ocorreu esta atividade enzimatica
(VILLALBA et al., 1989; VINCENT & KIMURA, 1992). Entretanto, a presenga de
neurdnios reativos no cortex piriforme parece ser uma caracteristica apenas das
tartarugas. A positividade destas estruturas sugerem o envolvimento do 6xido nitrico
no sistema olfativo de tartarugas, assim como fot sugerido para ratos. Esta
demonstrado na literatura que o cortex pi;iforme de tartarugas recebe aferéncias
diretas do bulbo olfatério (BELEKHOVA, 1979). Entretanto, deve ser relembrado
que em Pseudemys scripta elegans os glomérulos ndo foram imunorreativos a NOS
(BRUNING et al., 1994), o que, de certa forma, coloca em questio este possivel
papel do oxido nitrico na via olfativa de tartarugas. Porém, pode ser que em

Trachemys dorbigni esta area apresente imunorreatividade a NOS.
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Em mamiferos, o bulbo olfatério é uma das regides encefalicas com maior
expressdo da NOS (BREDT et al., 1991). Nestes animais, as células periglomerulares
mostram atividade NADPH-diaforase (VINCENT & KIMURA, 1992) e, segundo
critérios morfologicos, estas células positivas parecem ser neurdnios com atividade
dopaminérgica. Células periglomerulares dopaminérgicas no bulbo olfatério de
tartarugas foram identificadas (HALASZ et al., 1982; SMEETS et al., 1987), porém
estas ndo parecem possuir atividade NADPH-diaforase. E possivel que as células com
atividade catecolaminérgica e NOS sejam algum tipo diferente de neurdnio, o qual
ndo esta presente em tartarugas. Mas também deve ser considerada a possibilidade de
que este tipo celular se encontre no bulbo olfatério de tartarugas, porém nio

expressando a atividade NOS.

E possivel que as células reativas do tubercilo olfatério da tartaruga
Trachemys dorbigni também expressem SP (REINER et al, 1984). Além disso,
pode-se sugerir que aquelas da parte ventral do telencéfalo basal correspondam a
neurdnios imunorreativos a colina acetiltransferase (ChAT) (MUFSON et al., 1984;
MEDINA et al., 1993), assim constituindo parte do complexo colinérgico celular

basal do telencéfalo de tartarugas.

Ambas as espécies de tartarugas mostraram escassas células NADPH-diaforase
positivas na area cortical. Entretanto, em lagartos, esta regido apresentou inimeros
neurdnios reativos (REGIDOR & POCH, 1988). Esta diferenga é muito intrigante e

pode representar alteragdes na expressdo do oxido nitrico dentro do grupo dos
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répteis. No entanto, esta amostragem é muito pequena, sendo necessario a realizagdo

de estudos em outros representantes deste grupo.

Por outro lado, diversos estudos salientam a sobrevivéncia de neurOnios
corticais de tartarugas apds exposi¢des em concentragdes de glutamato consideradas
letais a estas células de mamiferos (WILSON & KRIEGSTEIN, 1991). Ha evidéncias,
nestes ultimos animais, do envolvimento do oxido nitrico nesta toxicidade do
glutamato (DAWSON et al., 1991). Brining et al. (1994) sugeriram que a resisténcia
dos neurdnios corticais de tartarugas poderia estar relacionada com a baixa expressdo
do oOxido nitrico nestas células. Os resultados do presente estudo fortalecem esta
hipotese, uma vez que também houve baixa atividade NADPH-diaforase no encéfalo
da tartaruga Trachemys dorbigni. E possivel que esta pouca reatividade ao 6xido

nitrico seja uma caracteristica das tartarugas.

A reatividade de células do estriado de Trachemys dorbigni assemelha-se aos
resultados obtidos em ratos (VINCENT & KIMURA, 1992), codornas (PANZICA et
al., 1994), gatos (MIZUKAWA et al.,, 1989) e homem (KOWALL et al., 1987). Em
Pseudemys scripta elegans, ao contrario, esta regido apresentou poucos neurdnios
positivos (BRUNING et al, 1994). Em mamiferos, a NADPH-diaforase ¢
considerada um marcador para alguns neurdnios estriatais. Estes também mostram
positividade ao neuropeptideo Y e a somatostatina (VINCENT et al., 1983). E
possivel que os neurdnios reativos do estriado da tartaruga 7Trachemys dorbigni

também expressem imunorreatividade a somatostatina, uma vez que este peptideo
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esta presente em neurdnios da area d (equivalente ao nucleo accumbens) e da regido

do globus pallidus de tartarugas (BEAR & EBNER, 1983).

A presenga de neuronios NADPH-diaforase positivos na eminéncia dorsal
ventricular do telencéfalo e nas camadas cinzentas periventricular e central do tecto
optico sugere o envolvimento do Oxido nitrico em vias visuais e auditivas de
tartarugas, assim como foi sugerido para aves e mamiferos. Como descrito
anteriormente, a eminéncia dorsal ventricular do telencéfalo recebe aferéncias de areas
envolvidas com o processamento visual e auditivo, e o tecto Optico é uma das regides
participantes de uma porg¢do da via visual de tartarugas. No entanto, pode-se também
pensar que 0s neurdnios reativos da eminéncia dorsal ventricular sejam aqueles que
possuem conecgdes sinapticas com o estriado (BELEKHOVA et al., 1978). Sendo

assim, poderiam atuar sobre a motricidade destes animais.

Em mamiferos, observou-se imunorreatividade a NOS em neur6nios dos
nucleos hipotaldmicos supra-optico e paraventricular. No entanto, em tartarugas, aves
e peixes estas areas foram negativas ao tratamento imunohistoquimico da NOS
(BRUNING, 1993; BRUNING et al., 1994; BRUNING et al., 1995). Porém, em
Trachemys dorbigni foram observadas células NADPH-diaforase positivas no nicleo
paraventricular. Além disso, fibras reativas estavam presentes na regido
correspondente ao hipotdlamo ventral. Esta ndo correspondéncia entre atividade
NADPH-diaforase € NOS nestas regiGes pode estar indicando que a expressio da
NADPH-diaforase provavelmente ndo corresponda a atividade da NOS, muito

embora ainda ndo tenham sido realizados estudos de imunorreatividade a4 NOS na
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tartaruga Trachemys dorbigni. Se este for o caso, se pode sugerir que a fung¢éo do
oxido nitrico como um co-transmissor de neurdnios magnocelulares hipotaldmicos

ocorre apenas em mamiferos, possivelmente constituindo uma caracteristica muito

recente.

A distribui¢do da atividlade NADPH-diaforase no tecto optico de tartarugas
mostrou um padrdo distinto. O mesmo foi observado em aves (BRUNING, 1993) e
no coliculo superior de ratos (VINCENT & KIMURA, 1992). Em aves, a distribuigdo
da NADPH-diaforase assemelhou-se aquela descrita para ChAT e para SP. No
entanto, desconhece-se a distribui¢do de neurdnios colinérgicos no tecto oOptico de
tartarugas. Entretanto, sabe-se da existéncia de SP nos neur6nios da camada cinzenta
periventricular destes animais (REINER et al., 1984). E possivel que este peptideo
esteja colocalizado com o Oxido nitrico nesta area, e que estas células também
expressem ChAT. O conhecimento das células com imunorreatividlade a ChAT

ajudaria a esclarecer esta hipotese.

A reatividade dos neur6nios da area tegmental ventral da espécie de tartaruga
estudada foi similar & observada em aves e mamiferos (VINCENT & KIMURA,
1992; PANZICA et al, 1994). Ja a positividade dos neurdnios da substincia nigra
parece ser uma caracteristica apenas das tartarugas e das aves (PANZICA et al,
1994). De acordo com Briining et al. (1994), estas células positivas da substincia
nigra poderiam corresponder a neurdnios catecolaminérgicos ou colinérgicos

observados nesta area.
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Recentemente foi sugerido que os neurénios NADPH-diaforase positivos do
locus coeruleus de lagartos poderiam corresponder as células colinérgicas observadas
nesta regido (LUEBKE et al., 1992). Esta hipotese também foi apresentada para aves
(BRUNING, 1993), gatos (REINER & VINCENT, 1987) e homem (MESULAM et
al., 1989). Dada a presenca desta enzima em neurdnios deste nucleo de tartarugas,

parece licito suspeitar desta relagdo também nestes animais.

Em ratos, o cerebelo mostra-se como uma das areas com maior
imunorreatividade a NOS, estando esta localizada principalmente nas células
granulares (KOH et al., 1986; FORSTERMANN et al.,, 1990). Porém, a camada
molecular também apresentou-se reativa. Ja as células de Purkinje foram negativas a
esta deteccdo histoquimica (KNOWLES et al., 1988). Este mesmo padrdo de
distribuigdo foi observado em tartarugas e aves (BRUNING, 1993; BRUNING et al.,
1994). Todavia, no peixe Carassius auratus € no salmio, algumas células de Purkinje
do lobo medial da valvula cerebelar e aquelas localizadas na area de transi¢do para o
corpo desenvolveram reacdo NADPH-diaforase (HOLMQVIST et al, 1994
BRUNING et al., 1995). Este resultado sugere a presenga de 6xido nitrico em células
de Purkinje de peixes. E possivel que este fato seja o resultado do aparecimento
precoce desta molécula durante a evolugdo dos vertebrados, sendo esta caracteristica,
porém, perdida ao longo deste processo. E sabido que, em anfibios, as células de
Purkinje também se mostram negativas 8 NADPH-diaforase (MUNOZ et al., 1996).
Entretanto, ha também a possibilidade de que a perda da atividade NADPH-diaforase
das células de Purkinje tenha ocorrido ainda durante o decorrer da evolugdo dos

teledsteos. Todavia, recentemente observou-se a existéncia de imunorreatividade a
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NOS em células de Purkinje do cerebelo de humanos (EGBERONGBE et al.,, 1994).
Este dado coloca em questdo a hipotese acima apresentada, pois contraria todas as
outras observagdes realizadas em vertebrados. Deste modo, parece ser necessario ter

muita cautela na avaliagdo desse resultado.

O cerebelo de mamiferos € o local onde ocorre a mais simples sequéncia de
eventos que resulta na formagio de oxido nitrico. Nesta regido, os receptores do tipo
NMDA localizam-se nas células granulares e em cesto, cujas eferéncias destinam-se as
células de Purkinje. A ligagdo do glumato aos receptores NMDA desencadeia a
formagdo de dxido nitrico, o qual se difunde até as células de Purkinje provocando a
ativagdo da proteina guanilato ciclase. Todavia, ainda nio estd determinado se a
guanilato ciclase é o alvo universal do 6xido nitrico, nem se a transmissdo nitrérgica
utiliza exclusivamente esta proteina. Entretanto, sabe-se que suas distribui¢es
diferem acentuadamente nesta regido (ZHANG & SNYDER, 1995). E possivel que
este circuito também exista no cerebelo de tartarugas, pois neste animal houve fibras
reativas que deixavam a camada molecular e se dirigiam para a camada de células de
Purkinje, onde pareciam circundar os somas destes neur6nios formando cestos. Estas
fibras pareciam ser oriundas das células em cesto, as quais também se mostraram
positivas. A presenga de reatividade nestas células parece constituir uma caracteristica
recente, uma vez que esta mesma resposta ocorreu em anfibios (MUNOZ et al.,
1996), mas ndo em Carassius auratus (BRUNING et al., 1995). Todavia, deve ser
destacada a negatividade desta reagfo nas células em cesto de codornas (PANZICA

et al., 1994), mas sua presenga nestas células de galinha (BRUNING, 1993).
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O cerebelo de mamiferos constitui um bom modelo para os estudos de
depressdo a longo tempo (LTD), a qual parece estar relacionada com a aprendizagem
motora cerebelar (ITO, 1989). Nesta regido, a LTD pode ser induzida em células de
Purkinje por uma estimulag@io simultdnea das fibras paralelas e trepadeiras, levando a
ativagio de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropinato) e metabotropicos (LINDEN et al, 1991; LINDEN, 1994). A
ativagdo destes receptores ocasiona a formag¢do de Oxido nitrico, o qual parece
desempenhar um importante papel no fenémeno da LTD, visto que esta pode ser
bloqueada pela administragdo de inibidores desta molécula (CREPEL & JAILLARD,
1990; ITO & KARACHOT, 1990; DANIEL et al, 1993). E provavel que este
sistema também exista no cerebelo de tartarugas. Se isto realmente ocorrer, o
cerebelo de tartarugas pode constituir um bom modelo para estudos de LTD, visto

que suas reagdes metabolicas sdo mais lentas.

Em Trachemys dorbigni a atividlade NADPH-diaforase localizou-se nos
nucleos V, VI, VII, X e XII pares cranianos. Este resultado ¢ intrigante e dificil de ser
explicado. Em Pseudemys scripta elegans, esta enzima esteve presente apenas no
nucleo do trato solitario, no nucleo principal e descendente do trigémio e no nucleo
perihipoglossal (BRUNING et al., 1994). Todas estas regides foram positivas no
peixe Carassius auratus, havendo também uma expressio da NADPH-diaforase no
nicleo do nervo facial (BRUNING et al., 1995). Na ri, a reatividade a esta enzima
ocotreu no nicleo do trigémio e no nucleo do trato solitario (MUNOZ et al., 1996).
Nas aves, esta positividade também restringiu-se aos nucleos principal e descendente

do trigémio e ao nicleo do nervo vago (BRUNING, 1993; PANZICA et al., 1994).
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Em mamiferos, Sandell (1984) descreveu reagdo positiva a esta enzima nos nucleos
motores dos pares cranianos. No entanto, Vincent & Kimura (1992) ndo observaram
esta positividade nestas areas do tecido nervoso de ratos. Todavia, ela ocorreu em
alguns nucleos sensitivos da medulla oblonga, sendo estes o nicleo do trato solitario,
o nucleo espinal do trigémio e o nucleo da coluna dorsal. No gato, a atividade
NADPH-diaforase foi encontrada apenas nos nucleos dos nervos facial e vago
(MIZUKAWA et al., 1989). Contudo, em todas estas espécies, notou-se uma grande
quantidade de fibras reativas, principalmente fibras aferentes, nestes nicleos ou nas
areas proximas a eles. Assim, pode-se sugerir que o Oxido nitrico tenha algum papel
na regulacdo de vias sensoriais que chegam nesta regido do tecido nervoso de
vertebrados. Porém, permanece em debate a possivel existéncia de 6xido nitrico em

nucleos dos pares cranianos de vertebrados.

A positividade de neurdnios do nucleo reticular parece ser uma caracteristica
comum de tartarugas (BRUNING et al, 1994; o presente estudo), lagartos
(LUEBKE et al., 1992) e ris (MUNOZ et al, 1996). Inimeros estudos tem
demonstrado a existéncia de conecgdes sinapticas entre este nicleo e a medula espinal
nestas espécies (ten DONKELAAR, 1982; TOTH et al,, 1985). Deste modo, pode-se
supbr que os neurénios NADPH-diaforase positivos do nucleo reticular
correspondam as células que interagem com a medula espinal. Recentemente,
observou-se que, em lampréias, os neurdnios NADPH-diaforase positivos sdo aqueles
com conecgdo sinaptica com a medula espinal (SCHOBER et al,, 1994). Assim,
parece valida a sugestdo do aparecimento precoce do 6xido nitrico nos sistemas

reticulo-espinais de vertebrados.
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Na medula espinal, a atividade da NADPH-diaforase foi encontrada em fibras
das areas Ia, Ib, II e III, bem como nos neurénios da comissura dorsal e da coluna
lateral. Nesta coluna, os neurdnios gigantes ipsilaterais emitiam prolongamentos que
se dirigiam a substancia branca. Baseado nos dados de Kusuma et al. (1979), pode-se
sugerir que estes neurdnios constituem células de origem de vias ascendentes longas.
As células fusiformes reativas da comissura dorsal provavelmente correspondam aos
neurdnios “bitufted” descritos por Fernandez et al. (1993). E possivel ainda que os
neurdnios distribuidos radialmente na regifio latero-dorsal da coluna lateral do corno
dorsal sejam os neurOnios radiais apresentados por estes autores citados. A existéncia
de atividade NADPH-diaforase em fibras da regido Ia do corno dorsal da medula
espinal sugere a participagdo do oxido nitrico na sensibilidade geral desta tartaruga,
uma vez que a area la ¢ analoga ao trato de Lissauer dos mamiferos. As fibras
positivas das areas Ib, II e III também possuem este envolvimento, visto que nelas
chegam também terminagdes de colaterais do géanglio raquidiano (TRUJILLO-

CENOZ et al., 1990).

Deve ser mencionado, neste momento, a grande dificuldade de relacionar os
dados obtidos na medula espinal desta tartaruga com aqueles descritos em ratos. Isto
decorreu do fato de que na tartaruga ndo se observa o padrdo laminar caracteristico
dos mamiferos, o que dificulta a identificagdo dos grupos neuronais. Além disso,
praticamente ndo existem estudos eletrofisiologicos da medula espinal de tartarugas,
exceto pela publicagdio recente de Fernandez et al. (1996). Deste modo, as
homologias entre os tipos neuronais de tartarugas e ratos foram estabelecidas apenas

em critérios morfologicos.
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O padrio de distribui¢do da atividlade NADPH-diaforase da medula espinal da
tartaruga Trachemys dorbigni mostrou-se similar aquele descrito em ratos e
camundongos. Nestes animais, esta atividade localizou-se principalmente nas ldminas
I e III do corno dorsal, em torno do canal central (limina X) e em nucleos
autondémicos pré-ganglionares. Algumas células também estavam presentes na coluna
intermédio-lateral, ndo havendo, entretanto, nenhuma atividade nos motoneurdnios
(ANDERSON, 1992; VALTSCHANOFF et al, 1992). Um padrio semelhante
também foi encontrado em Carassius auratus (BRUNING et al., 1995). Todavia, a
atividade desta enzima apresentou-se com distribuigdo bem mais ampla na medula
espinal de rd, tendo, inclusive, reagio NADPH-diaforase positiva em motoneurdnios
do corno ventral (CROWE et al., 1995; MUNOZ et al., 1996). Deste modo, parece
licito sugerir que o envolvimento do ¢xido nitrico nas fungdes medulares comegou
muito cedo na evolu¢do, mas manteve-se funcionante durante todo o processo
evolutivo dos vertebrados. No entanto, é dificil entender esta maior expressividade

desta enzima na medula espinal de ra.

A extensa expressdo da NADPH-diaforase na medula espinal de vertebrados
sugere a participacdo do oxido nitrico em diversas fungdes deste tecido. De acordo
com Valtschanoff et al. (1992), a abundincia de neur6nios e fibras reativas a esta
enzima na medula espinal de ratos poderia estar indicando o possivel envolvimento do
oxido nitrico na fungdio visceral, na vascularizagdo e no processamento sensorial
medular. Dada a similaridade entre os resultados' de ratos, tartarugas e peixe, pode-se

sugerir também a participagdo do oxido nitrico nestas fungbes destas duas Gltimas

espécies.
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Esta ampla distribui¢io da atividade NADPH-diaforase no sistema nervoso
central da tartaruga Trachemys dorbigni pode estar indicando um importante papel
para o oxido nitrico neste tecido. Sabe-se que, em mamiferos, esta molécula pode
atuar na plasticidade neuronal, na freqiéncia de despolarizagdo e na modulagdo de
canais i0nicos de neurdnios, na liberagdo e captacdo de neurotransmissores centrais,
na regulagio de fungdes neuroenddcrinas e na regulagdo do fluxo sangiineo
encefalico (GARTHWAITE & BOULTON, 1995). Embora inexistam estes estudos
em tartarugas, parece licito pensar na possibilidade de que esta molécula também
esteja desempenhando estas fungdes no tecido nervoso destes animais, uma vez que

existem muitas similaridades funcionais entre répteis e mamiferos.

Quando se fala em plasticidade sinaptica, ndo se pode esquecer dos modelos
moleculares de memoria e de aprendizagem que envolvem os mecanismos de LTP, os
quais sdo especialmente estudados no hipocampo, no cerebelo e no cortex de
mamiferos (GARTHWAITE & BOULTON, 1995). Este mecanismo funcional resulta
em uma melhora da eficiéncia sinaptica devido ao prolongamento dos eventos
sinapticos. Este fato parece ser decorrente de um padrido especifico de estimulagio
neuronal, o qual requer a ativagido de receptores pos-sinapticos do tipo NMDA e o
influxo de fons célcio resultante desta ativagdo (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993).
Este mecanismo parece ser mantido pelo aumento na liberagdo de glutamato pelos
terminais pré-sinapticos. Sendo assim, ha necessidade da liberago de um mensageiro
trans-sinaptico retrogrado para atuar sobre o terminal pré-sinaptico. Como o éxido
nitrico € uma molécula com facilidade de difusio e é formado pelo aumento do

influxo de ions calcio decorrente da ativagdo de receptores do tipo NMDA, esta
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molécula é um forte candidato ao papel de mensageiro trans-sindptico retrogrado
(GARTHWAITE et al, 1988, GALLY et al., 1990), muito embora os resultados
experimentais destes estudos sejam muito contraditorios (GARTHWAITE &
BOULTON, 1995). E possivel que o tecido nervoso de tartarugas possua estes
mecanismos de LTP, os quais poderiam estar envolvidos nos processos de memoria
destes animais, cujos estudos sdo totalmente inexistentes at€¢ o presente momento.
Sendo assim, parece valido sugerir que as tartarugas possam constituir um modelo

propicio aos estudos de indugdo de LTP.

O maior estimulo pds-sinaptico para a formag¢io do 6xido nitrico € a ativagdo
do receptor glutamatérgico. De maior importancia € o receptor do tipo NMDA, o
qual esta associado a uma alta permeabilidade ao calcio. No entanto, outros tipos de
receptores glutamatérgicos, tais como o AMPA, o cainato e o0s receptores
metabotropicos, também parecem estar implicados na formagdo do 6xido nitrico
(SOUTHAM et al,, 1991; OKADA, 1992). No entanto, o glutamato nio parece ser o
unico neurotransmissor responsavel pela sintese desta molécula. Ha evidéncias
experimentais demonstrando que outros neurotransmissores ou neuromoduladores,
como a serotonina, bradicinina, endotelina, acetilcolina € noradrenalina, podem

induzir a formagdo de oxido nitrico (DRUMMOND, 1983; REISER, 1990a; b).

Deste modo, pode-se especular se a ampla atividlade NADPH-diaforase e NOS
em encéfalos de tartarugas possui alguma relagdo com a alta resisténcia desses
animais & anoxia. E possivel que esta caracteristica ndo resulte apenas da queda da

taxa metabolica e da ativagdo de vias glicoliticas como foi proposto por Lutz et al.
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(1985), mas também de um certo controle na formagdo do oOxido nitrico. Esta
demonstrado que uma caracteristica do tecido nervoso de tartarugas submetidas a
anoxia é uma diminui¢io acentuada na liberagdo do neurotransmissor excitatorio
glutamato (NILSSON et al,, 1990, NILSSON & LUTZ, 1991), o que impede um
aumento na concentragdo do Oxido nitrico nesta situagdo. Isto pode ser muito
importante para a sobrevivéncia do tecido nervoso, uma vez que um acréscimo na
produgdo ou na liberagdo desta molécula poderia reverter seu efeito benéfico,
tornando-a citotoxica (YU, 1994). Desta forma, parece valido perguntar se a perda da
capacidade de regulagdo da liberag@o de glutamato pelo tecido nervoso de mamiferos
¢ uma das causas de sua susceptibilidade a hipoxia e a anoxia. Assim sendo, pode-se
ainda questionar a probabilidade de que esta caracteristica tenha sido perdida durante
o0 processo evolutivo destes animais, ou que esteja presente, mas muito diminuida pelo
desenvolvimento de outras vias consideradas mais importantes para a sobrevivéncia

dos mamiferos.

Por outro lado, a distribuicdo da atividade NADPH-diaforase e da NOS do
encéfalo de tartarugas ndo parece associada com nenhum neurotransmissor central.
Em mamiferos, a maioria das informagdes sobre o possivel papel do 6xido nitrico na
neurotransmissio resultaram do conhecimento de sua colocalizagdo com outros
transmissores € do fato de que esta molécula é capaz de influenciar a liberagio de
neurotransmissores (GARTHWALITE et al., 1988; DICKIE et al., 1992, HANBAUER
et al, 1992; PRAST & PHILIPPU, 1992; SORKIN, 1993; BUGNON et al., 1994;

GUEVARA-GUZMAN et al, 1994, MONTAGUE et al, 1994; POGUN et al,
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1994). Isto sugere a necessidade de verificar estas possibilidades no tecido nervoso de

tartarugas.

Todavia, deve-se ressaltar que a diversidade de células reativas a NADPH-
diaforase no encéfalo e na medula espinal de tartarugas 7rachemys dorbigni constitui
um forte indicio do envolvimento do dxido nitrico em diferentes aspectos do
processamento de informagdes sensério-motoras, assim como foi sugerido para o
tecido nervoso de aves € mamiferos. J4 no contexto evolutivo, pode-se supOr que a
abordagem aqui apresentada oferece indicios da conservagdo do Oxido nitrico durante
0 processo evolutivo das tartarugas, aves e mamiferos, estando esta provavelmente
presente em todos os seus ancestrais. Além disso, seu aparecimento deve ter sido
muito precoce na evolugdo dos vertebrados, uma vez que sua reatividade ja foi

descrita em encéfalos de peixes.

Distribuigdo da glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase no
sistema nervoso central de Pseudemys scripta elegans, jovens, em condig¢des

basais

O presente estudo demonstrou a distribuicdo das enzimas glicogénio
fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase no encéfalo e na medula espinal
cervical alta de tartarugas Pseudemys scripta elegans, jovens, em condi¢des basais.
Esta distribuicdo apresentou-se muito similar aquela descrita para Trachemys

dorbigni, adultas, em condiges basais. Assim sendo, todas as questdes e hipoteses ja
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apresentadas para Trachemys dorbigni tornam-se validas também para Pscudemys

scripta elegans.

Esta similaridade denota um estagio avangado de desenvolvimento neural de
tartarugas juvenis, sugerindo o amadurecimento precoce de estruturas nervosas, os
quais provavelmente devem acontecer ainda no estagio embrionario. No entanto, a
analise morfométrica dos neurdnios mostrou que estes ainda se encontravam em fase
de crescimento. Em ratos também ocorre crescimento pds-natal neuronal, porém este
acontece até o décimo primeiro dia apos o nascimento. No homem, esta fase
compreende o intervalo de 210-280 dias da gestacdo (McILWAIN, 1955). Este
resultado demonstra uma diferenga interessante entre tartarugas e mamiferos. Apesar
do amadurecimento precoce do tecido nervoso destes primeiros animais, a fase de

crescimento dos neurénios mostra-se mais longa do que aquela observada em ratos.

Apesar da grande semelhanga entre os resultados histoquimicos do tecido
nervoso de Pscudemys scripta elegans e Trachemys dorbigni, notou-se diferengas
interessantes nestes. Dentre estas, merece destaque aquelés da regido cortical. Nesta
area, todos os procedimentos histoenzimologicos utilizados apresentaram respostas
diferentes. A técnica da glicogénio fosforilase ndo apresentou o padréo laminar tipico
de Trachemys dorbigni. A atividade da citocromo oxidase mostrou-se intensa em
todas as camadas corticais. O método da NADPH-diaforase revelou um numero
maior de neurdnios e fibras positivas no cortex de Pseudemys scripta elegans, sendo
esta resposta similar aquela descrita por Briining et al. (1994) nesta mesma espécie.

Ha uma consideravel probabilidade de que estas diferengas tenham relagdo com o
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diferente estagio de desenvolvimento da regido cortical destas espécies de tartarugas.
Entretanto, também deve ser considerada a possibilidade de que elas tenham sido

conseqiiéncias do fato dos animais serem espécies diferentes.

E possivel que o cortex de Pseudemys scripta elegans tenha mostrado este
padrdo histoquimico em decorréncia de sua imaturidade nesta etapa de
desenvolvimento pés-natal. Em lagartos, sabe-se que h4 uma neurogénese poés-natal
em algumas regides corticais, 0 que ocasiona um aumento do nimero de neurdnios e
um acréscimo em seus campos sinapticos. No cértex medial, estes valores podem até
quadruplicar do periodo perinatal até a idade adulta (LOPEZ-GARCIA et al., 1984;
LOPEZ-GARCIA et al., 1988). E possivel que o cortex de tartarugas também
apresente esta diferencia¢do. Se isto realmente ocorrer, as conecgdes sinapticas desta
regido ndo devem estar prontas ao nascimento, mas vdo sendo estabelecidas durante o
desenvolvimento pos-natal cortical. Como conseqiiéncia, sua atividade metabolica

também deve sofrer modificagGes ao longo deste desenvolvimento.

Este certo grau de imaturidade cortical ao nascimento ndo parece ser uma
caracteristica dos répteis, pois também foi observado nos mamiferos. Em gatos,
detectou-se que as estruturas corticais amadurecem posteriormente aquelas
subcorticais, sendo que os padrSes de atividade do adulto comegaram a ser
estabelecidos a partir da quinta semana de vida pos-natal (HOVDA et al., 1992). E
impossivel a determinagdo da idade das tartarugas utilizadas no presente estudo.

Porém, dada a lentiddo de suas respostas metabolicas (McDOUGAL et al., 1968),



149

parece valido sugerir que o término do estabelecimento das conecgdes sinapticas

corticais destes animais seja bem mais tarde do que o observado em gatos.

A inexpressividade de atividade glicogénio fosforilase e a intensa reagdo
citocromo oxidase do cortex da tartaruga Pseudemys scripta elegans, jovem, fortalece
a hipotese, ja apresentada, de uma possivel inter-relagdo entre estas duas enzimas.
Parece licito sugerir que o aparecimento de uma esta vinculado ao aparecimento da
outra, ou que o estimulo para o aparecimento de uma ¢ a presenga da outra enzima.
Em mamiferos, parece ocorrer primeiro o estabelecimento do metabolismo oxidativo,
ao qual se segue o aparecimento do metabolismo glicolitico (CHUGANI et al., 1991,
HOVDA et al., 1992). Esta diferenca possivelmente esteja refletindo a necessidade do
tecido nervoso de mamiferos possuirem o metabolismo oxidativo pronto antes do
comego da utilizagdio de glicose. E sabido que a exposicdo do tecido nervoso destes
animais a anaerobiose ocasiona a formagdo de acido latico, o que resulta em acidose,
disfungdo celular e eventual morte celular (BECKER, 1985; KALIMO et al., 1981a;
b; REHNCRONA et al., 1981; UNTERBERG et al,1988). Portanto, poderia ser
extremamente prejudicial para o desenvolvimento deste sistema, a utilizagdo da
glicose antes da maturagdo da via oxidativa. Com base nos resultados obtidos na
tartaruga Pseudemys scripta elegans, pode-se supOr que este comportamento
enzimatico também exista nestes animais. Entretanto, dada a alta resisténcia das
tartarugas a anoxia (ULTSCH & JACKSON, 1982; JACKSON & HEISLER, 1983,
ULTSCH, 1985), é possivel que o estabelecimento do metabolismo oxidativo
acontega muito precocemente durante o desenvolvimento, estando este ja pronto ao

nascimento. A via glicolitica poderia seguir este perfil oxidativo, porém tendo um



150

inicio mais tardio. Desta forma, é possivel que certas areas ainda nd3o estejam
apresentando esta atividade ao nascimento. Isto explicaria a diferenga observada no
mapeamento da atividade glicogénio fosforilase no cortex da tartaruga jovem e a
grande similaridade na distribuigdo das enzimas glicogénio fosforilase e citocromo
oxidase nas outras areas do neuroeixo deste animal. Entretanto, esta questdo so sera
esclarecida mediante a determinagdo da atividade destas enzimas durante o

desenvolvimento embriondrio de tartarugas.

Contudo, ndo se pode contestar que as vias oxidativa e glicolitica encontram-
se atuantes no tecido nervoso da tartaruga Pseudemys scripta elegans. Assim, parece
licito sugerir que o principal substrato energético provavelmente seja a glicose.
Porém, ndo se pode descartar a possibilidade de que outras moléculas, tais como o
lactato e os corpos cetdnicos desempenham ainda um papel significativo nos eventos
metabolicos deste tecido, assim como foi observado em mamiferos. Diversos
experimentos mostraram que no periodo inicial da vida pds-natal, até o periodo de
amamentagdo, os cérebros de humanos e de ratos utilizam uma mistura de lactato,
corpos cetdnicos e glicose, tornando-se dependentes obrigatorios da glicose no adulto
(LEONG & CLARK, 1984; CUEZVA, 1988; MEDINA, 1988). Como nas tartarugas
as respostas metabdlicas sdo muito similares aquelas dos mamiferos, € possivel a
ocorréncia desta semelhanga. Se esta realmente existir, deve englobar um periodo
maior nas tartarugas, visto que seu metabolismo € mais lento (McDOUGAL et al,,
1968), o que torna possivel sua existéncia na etapa de desenvolvimento em que se

encontra a tartaruga em estudo.
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Deve ser relembrado que a atividade citocromo oxidase ainda possui correlagido
positiva com a densidade capilar e o fluxo sangiiineo em mamiferos jovens e adultos,
sendo esta pouco significativa nos animais neonatos (GROSS et al., 1986; KLEIN et
al., 1986; BOROWSKY & COLLINS, 1989; TUOR et al., 1994). Apesar desta
insignificdncia em neonatos, observou-se que estes trés pardmetros encontraram-se
heterogéneos no cortex parietal, sendo suas distribuicdes homogéneas na medulla
oblonga (TUOR et al, 1994). Desta forma, o grau de correlagdo entre fluxo
sangiiineo local, atividade citocromo oxidase e densidade capilar da regido cortical de
mamiferos depende do estagio de desenvolvimento pds-natal do animal, o que nio
acontece na medulla oblonga. Com base nestas informagdes e nos dados do presente
estudo, parece vilida a sugestdo de que a alta atividade da citocromo oxidase na
regido cortical de tartarugas jovens pode relacionar-se com o fato de ainda estar
acontecendo o estabelecimento da angiogénese ¢ da densidade capilar nesta area,
atividade esta ja finalizada na medulla oblonga, cujo padréo de distribuigdo foi similar

aquele do animal adulto.

Um fato que precisa ser enfatizado, neste momento, € o predominio de intensa
atividade glicogénio fosforilase nas areas filogeneticamente mais antigas de
Pseudemys scripta elegans jovens, enquanto em Trachemys dorbigni esta atividade
apresentou-se forte ao longo de todo o neuroeixo. Este padrdo de tartarugas juvenis
assemelhou-se muito com aquele descrito para o glicogénio encefilico de Chrysemys
dorbigni (PARTATA & ACHAVAL-ELENA, 1995). Nesta espécie, este
polissacarideo pareceu concentrar-se nas areas mais antigas, sendo sua atividade

muito pouco expressiva na regido cortical. Nesta area, apenas escassas células
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piramidais foram reativas. Este resultado difere daquele observado em ratos, onde o
glicogénio localizou-se nas partes mais antigas no periodo pos-natal, sendo que
durante o processo de maturagdo do tecido nervoso, este aumentou nas areas mais
recentes e diminuiu naquelas filogeneticamente mais antigas (GHOSH & GUHA,
1978). Ja a atividade da enzima glicogénio fosforilase de ratos mostrou um acréscimo
durante o desenvolvimento do tecido nervoso, sendo que a imunorreatividade do
animal adulto foi estabelecida aos 22 dias apds o nascimento. Os primeiros neurénios
a expressarem esta atividade localizaram-se no tronco encefalico e a atividade cortical
somente foi observada aos 22 dias (PFEIFFER et al., 1993). Estes resultados
denotam uma similaridade no perfil de aparecimento da atividade glicogénio
fosforilase entre ratos e tartarugas. Porém, mostram uma divergéncia no padrdo
glicogénico do tecido nervoso destas espécies. Provavelmente a maior representagio
cortical do glicogénio encefilico de ratos seja uma conseqiiéncia do maior
envolvimento desta regido nas fungdes motoras e sensitivas deste animal, o que ndo
deve ocorrer em tartarugas, uma vez que centros inferiores, como os nucleos rubro e

istmo, apresentam grande responsabilidade nestas fungdes (ANTHONY, 1970).

Como o rato € uma espécie ndo precoce, suas variagdes na atividade da
glicogénio fosforilase neural podem indicar diferentes papéis para o glicogénio
encefalico. Neste animal adulto, esta reserva parece ser importante como uma fonte
de facil mobilizagdo para as situagdes de emergéncia. A presenga deste polissacarideo
nos astrocitos constitui uma forte indicagdo para esta hipOtese, uma vez que estas
células parecem metabolizar o glicogénio para preferencialmente beneficiar outros

tipos celulares (DRINGEN et al, 1993a). Além disso, a atividade glicogénio
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fosforilase e glicogénica parece localizar-se nos astrocitos (CATALDO &
BROADWELL, 1986; PFEIFFER et al., 1993). Ja no animal perinatal, o glicogénio
deve servir para atender as demandas energéticas de curta duragdo que ocorrem ao
nascimento. Isto € refletido pela diminuigdo acentuada desta reserva durante o
primeiro dia pés-natal (KOHLE & VANNUCCI, 1977). As tartarugas, por sua vez,
parecem nascer com o encéfalo em um estdgio bem avangado de desenvolvimento.
Deste modo, sua reserva glicogénica deve exercer o mesmo papel em animais jovens e
adultos, isto é, servindo como uma fonte de facil acesso nas situagdes emergenciais. A
similaridade na distribuigdo da enzima glicogénio fosforilase em ratos e tartarugas
provavelmente reflete a facilidade de utilizagdo desta reserva independente da fungio

do glicogénio.

Cabe destacar ainda a presenga de atividade glicogénio fosforilase e citocromo
oxidase nas camadas molecular e plexiforme do cortex de Trachemys dorbigni,
enquanto em Pseudemys scripta elegans estas camadas foram fortemente reativas a
citocromo oxidase e inexpressivas a glicogénio fosforilase. Estes resultados sugerem o
envolvimento destas enzimas nas aferéncias e eferéncias da regido cortical de
tartarugas. Como ja apresentado, estas duas enzimas podem refletir ndo apenas a
existéncia de vias glicolitica e oxidativa em uma dada area, mas também representar
as necessidades sinapticas desta regidfo (DRUMMOND & BELLWARD, 1970;
KAGEYAMA & WONG-RILEY, 1982; MJAATVEDT & WONG-RILEY, 1988). A
intensa atividade da citocromo oxidase pode também estar refletindo o intenso
trabalho metabolico para o estabelecimento das conecgdes sinapticas desta regido.

Provavelmente o envolvimento da glicogénio fosforilase acontega em um estagio mais
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tardio. Um suporte para esta hipotese foi a intensa reagdo positiva & citocromo
oxidase em neurdnios e no neuropilo da tartaruga jovem, enquanto a reatividade da
glicogénio fosforilase mostrou-se forte nas areas filogeneticamente mais antigas,

estando fraca nas regides mais recentes.

A similaridade da atividlade NADPH-diaforase cortical observada entre o
presente trabalho e aquele de Briining et al. (1994) provavelmente deve-se ao fato de
que as tartarugas utilizadas por estes autores ndo eram animais tdo adultos quanto as
Trachemys dorbigni, visto que seu tamanho era bem menor do que estas. Deste
modo, as tartarugas deste prévio trabalho poderiam ainda se encontrar em uma fase

precoce do desenvolvimento cortical.

Uma caracteristica da expressio NADPH-diaforase do cortex de Pseudemys
scripta elegans, jovens, foram os prolongamentos positivos em forma de “rosario”.
Este mesmo perfil foi observado em ramifica¢cdes dendriticas do corno dorsal da
medula espinal de tartarugas Chrysemys dorbigni jovens (FERNANDEZ et al.,
1993). Segundo estes autores, estas formagdes poderiam constituir artefatos
resultantes de danos teciduais. Todavia, elas também ocorreram em axdnios
funiculares que percorriam a substdncia cinzenta e branca do espessamento posterior
da medula espinal de Trachemys scripta elegans (BERKOWITZ & STEIN, 1994).
Para estes autores, estas formagdes correspondem a provaveis botdes sinapticos.
Estes prolongamentos em forma de rosario ainda foram observados em neurdnios da
substancia gelatinosa de gatos, em cujas dilatagdes havia material microvesicular que

estava associado com as jungdes sinapticas dendro-dendriticas (GOBEL et al., 1980),
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e no neocortex de ratos neonatos (YAN et al., 1994). O mais interessante € que estes
processos também ocorrem na regido do estriado de pacientes em estagio avangado
da sindrome de Huntington (FERRANTE et al, 1985) e em estriado de ratos pré-
tratados com nucleotideos da guanina, seguido por um tratamento com &cido
quinolinico (MALCON et al.,submetido). Como ainda ndo ha explicagdes conclusivas

para estas formagdes, elas constituem um campo fértil para a realizagdo de posteriores

pesquisas.

No encéfalo de Pseudemys scripta elegans jovens, a atividade NADPH-
diaforase apresentou-se mais ampla do que aquela obtida em 7rachemys dorbigni,
estando esta reagdo localizada em muitos sistemas de fibras ¢ em um niumero maior de
neurdnios. Todavia, este foi similar aquele descrito por Briining et al. (1994). Porém,
a comparagio destes estudos mostra resultados intrigantes. Estes dados da literatura
ndo relatam positividade nos nucleos dos VI, VII, X e XII pares cranianos, os quais
foram positivos no presente estudo. Outro foco de divergéncia refere-se ao nucleo
vestibular, onde, segundo a literatura, ha reatividade apenas em seu subnucleo
superior. Entretanto, o estudo de tartarugas juvenis detectou atividade NADPH-
diaforase em todos os subnucleos desta regido. De acordo com Briining et al. (1994),
o nucleo mesencefélico do V par e o nucleo supra-Optico sdo reativos & NADPH-
diaforase, o que diverge dos resultados do presente estudo. E dificil explicar estas
diferengas. Elas podem ser conseqiiéncias do diferente estagio de maturagdo do tecido
nervoso. Os animais utilizados nessa pesquisa possuiam comprimento de carapaga de
12-25 cm, o que é bem maior do que os valores obtidos nos animais do presente

estudo (3-4 cm). No entanto, € interessante o fato de que a resposta do animal juvenil
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foi a mesma obtida em Trachemys dorbigni adultas. Esta similaridade sugere a
retengdo desta atividade na espécie Trachemys dorbigni, enquanto esta caracteristica
parece ser perdida ou suprimida em Pseudemys scripta elegans. Todavia, ¢ dificil
explicar o motivo desta retengdo. Como em mamiferos, os neurdnios com atividade
NADPH-diaforase mostram-se resistentes a hipoxia (FERRIERO et al., 1988,
UEMURA et al., 1990), pode-se suspeitar que a maior presenga dessa atividade no
tecido nervoso de tartarugas resulte em maior resisténcia local a falta de oxigénio.
Entretanto, sabe-se que ambas as espécies de tartarugas s3o resistentes a esta situagdo
(ROBIN et al., 1964; JACKSON & SILVERBLATT, 1974, ULTSCH et al., 1985,

SANTOS et al,, 1990, WARE, 1993).

Com base neste conhecimento, parece valido associar a presenca de atividade
NADPH-diaforase em regides similares do tecido nervoso de Trachemys dorbigni,
adulta, e de Pseudemys scripta elegans, jovem, como o resultado do papel
desempenhado pelo 6xido nitrico nestas areas. E possivel que esta molécula esteja
envolvida em diferentes circuitos neuronais para o controle de fun¢Ges similares nas
tartarugas. Deste modo, a presenga da atividlade NADPH-diaforase na tartaruga
Trachemys dorbigni, adulta, significa a manutengdo destes circuitos expressos apenas

em tartarugas Pseudemys scripta elegansjovens.

No entanto, pode outra vez ser questionada a possibilidade de que as diferengas
entre os dados do presente trabalho e aquele de Briining et al. (1994) tenham
decorrido das divergéncias existentes no método da NADPH-diaforase. Entretanto,

cabem aqui todas as respostas ja apresentadas anteriormente. Contudo, deve ser
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relembrado que esta discrepancia entre atividade NADPH-diaforase também foi

encontrada em estudos de encéfalos de ratos (SANDELL, 1984; VICENT &

KIMURA, 1992).

Em Pseudemys scripta elegans, a atividade NADPH-diaforase do corno dorsal
da medula espinal localizou-se nas areas Ia, Ib, II e III, e em neurénios da coluna
lateral e da comissura dorsal, bem como em cé€lulas radiais da regido latero-dorsal da
coluna lateral. Este padrdo de distribuigdo diferiu daquele observado em Chrysemys
dorbigni juvenil (RADMILOVICH et al., no prelo). Neste estudo, a reagio NADPH-
diaforase ocorreu em numerosos somas neuronais com didmetro médio de 10-15 um,
onde processos dendriticos opostos distribuiam-se radialmente em relagdo ao eixo da
medula espinal. Esta reagdo enzimatica também foi detectada em neurdnios (15-20
um) com tronco dendritico curto, de onde partiam longas ramificagdes que se
distribuiam no sentido rostro-caudal, e em neurdnios “bitufted” da substincia cinzenta
localizada acima do canal central. Nao ha meng@o quanto a resposta das areas Ia, Ib,
IT e TII. Além disso, n3o se observou reatividade em neurdnios gigantes. E possivel
que estas diferengas sejam conseqiiéncias do diferente periodo de incubagdo dos
cortes com o meio para NADPH-diaforase. Neste trabalho da literatura, este periodo
compreendeu 30-60 minutos, enquanto no pfesente estudo este intervalo foi 4 horas.
O menor periodo poderia ndo ter sido suficiente para ocorrer a reagdo em todas as
areas positivas, pois uma caracteristica da tartaruga ¢ a lentiddo de seus processos
metabolicos (McDOUGAL et al., 1968). Assim, se pode supdr que nem todas as
regides reativas apareceram positivas ao término deste intervalo curto, ou ainda, que

em algumas delas a atividade pudesse encontrar-se no inicio, desenvolvendo, entfo,
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uma fraca reatividade. Neurdnios com fraca intensidade de reagdo ocorreu no estudo
de Radmilovich et al. (no prelo), porém estas células foram consideradas negativas,
ndo havendo descricdo de sua localizagdo. Isto dificulta a comparagdo entre estes
estudos. Entretanto, estudo prévio de mapeamento da atividade NADPH-diaforase no
encéfalo de Pseudemys scripta elegans reforga esta hipotese, pois neste o periodo de
incubagdo foi de 1-3 horas (BRUNING et al, 1994). Apesar das evidéncias
favorecerem esta hipdtese, ndo se deve descartar a possibilidade de que as diferengas
observadas sejam conseqiiéncias da utilizagdo de espécies diferentes nos estudos.
Entretanto, na tartaruga 7rachemys dorbigni, adulta, a atividade NADPH-diaforase
apresentou-se similar aquela observada em Pseudemys scripta elegans, havendo,

apenas, uma menor quantidade de fibras reativas na érea Ia.

De acordo com Trujillo-Cenoz et al. (1990), a area Ia de tartaruga mostra-se
analoga ao trato de Lissauer dos mamiferos. Deste modo, pode-se pensar em um
envolvimento maior do 6xido nitrico na sensibilidade geral de tartarugas jovens, o
qual parece ser reduzido com o decorrer do desenvolvimento pos-natal do tecido
nervoso. Esta resposta da tartaruga adulta foi similar ao que estd descrito em ratos,
onde também houve baixa reatividlade NADPH-diaforase nas fibras aferentes que
chegavam ao corno dorsal da medula espinal (VALTSCHANOEFF et al, 1992).
Todavia, a maior expressdo da NADPH-diaforase da medula espinal destes animais
ocorreu durante o desenvolvimento embrionario. Nesta etapa, alguns tipos neuronais
expressaram transitoriamente a atividlade NADPH-diaforase, enquanto outros
mostraram-se reativos em todas as etapas do desenvolvimento. Houve ainda aqueles

grupos neuronais onde esta enzima manifestou-se apenas nas etapas tardias do
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desenvolvimento (WETTS et al., 1995, TAKEMURA et al., 1996). Estes resultados,
porém, diferem bastante do que foi relatado na medula de anfibios. Nestes animais,
tanto adulto quanto girinos em metamorfose, todas as terminagdes axonais dos
ganglios sensoriais foram positivas ao tratamento da NADPH-diaforase (CROWE et
al., 1995). Estes resultados apontam para uma maior participag@o do 6xido nitrico nas
fungBes da medula espinal de vertebrados neonatos, o qual parece sofrer uma redugéo
no animal adulto, ocorrendo esta a partir dos répteis. Entretanto, € necessario muita
cautela nesta afirmagdo pela falta de dados referentes ao desenvolvimento da medula
espinal de peixes e aves. Todavia, € intrigante a manutengdo desta ampla atividade

NADPH-diaforase na medula espinal de anfibios.

Outro resultado interessante com a técnica da NADPH-diaforase na medula
espinal de tartaruga Pseudemys scripta elegans foi a presenga dessa atividade em
neurénios motores, a qual ndo foi detectada no animal adulto. Isto sugere a
possibilidade de ter ocorrido supressio desta enzima durante o processo de
desenvolvimento poés-natal da medula espinal destes animais. Pode-se falar em
silenciamento génico pelo fato de que a secgdo do nervo ciatico induziu o retorno
dessa atividade nestes tipos neuronais (o presente estudo). Esta indugdo de sintese de
novo apés injﬁria neuronal também ocorreu em ratos (WU, 1992; 1993; CLOWRY,
1993). Entretanto, nestes animais, a atividade NADPH-diaforase de motoneurdnios
ocorreu apenas em um numero pequeno de células autondmicas e somaticas durante o
desenvolvimento embrionario, estando esta atividade inexpressiva ao nascimento
(WETTS et al., 1995). Todavia, a atividade da NOS parece ser importante para a

aquisi¢do das caracteristicas maduras dos neur6nios motores do corno ventral de
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ratos (KALB & AGOSTINI, 1993). Entretanto, em anfibios, a atividlade NADPH-
diaforase de motoneurdnios das colunas medial e lateral do corno ventral da rﬁedula
espinal permanece durante toda a vida do animal (CROWE et al,, 1995; MUNOZ et
al., 1996). Porém, ndo foram encontrado dados referentes ao desenvolvimento deste
tecido em aves e peixes. Mas, frente aos resultados aqui apresentados, parece valido
articular a possibilidade de que a evolugdo gerou um silenciamento na expressio do
oxido nitrico em neurdnios motores do corno ventral de mamiferos, o qual deve ter
ocorrido gradualmente, assim explicando a positividade permanente desta atividade
em neurOnios motores da medula de anfibios e sua transitoria expressividade em

tartarugas.

Parece importante destacar aqui a presenca de neurdnios reativos a NADPH-
diaforase ao longo do fasciculo longitudinal medial e na substincia branca da medula
espinal de tartarugas jovens. A presenga de corpos neuronais na substincia branca da
medula espinal de tartarugas juvenis também foi observado em um estudo onde se
empregou a técnica de Golgi (FERNANDEZ et al, 1993). Mas isto ndo parece
ocorrer apenas em tartarugas. Somas neuronais também foram descritos na substéncia
branca da medula espinal de mamiferos (RETHELYI, 1984). Esta maior atividade
NADPH-diaforase no tecido nervoso de Pseudemys scripta elegans jovem foi muito
similar aos dados de Brining et al. (1994), muito embora estes autores ndo
mencionaram nada quanto a quantidade de neurdnios. No entanto, a ampla reatividade
a esta enzima possivelmente esteja indicando o envolvimento do 6xido nitrico durante

as modificagdes pos-natais deste tecido.
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Uma maior expressividade da atividlade NADPH-diaforase em animais juvenis
também foi descrita em outros representantes dos vertebrados. Em ratos, esta
demonstrada a existéncia de uma expressdo transitoria da NOS na maioria dos
neurdnios da placa cortical, do epitélio olfativo e em todas as células dos géanglios
sensitivos, cujas atividades sdo perdidas ou diminuidas no animal adulto (BREDT &
SNYDER, 1994). Ainda, no tecido nervoso do rato, observou-se que a atividade
NADPH-diaforase neocortical correlaciona-se positivamente com a diferenciagdo
laminar desta regido (YAN et al, 1994). Em aves, também foi detectada uma
acentuada imunorreatividade a NOS durante o desenvolvimento dos neurdénios dos
ganglios raquidianos, a qual se reduziu no animal adulto (WARD et al., 1994). Além
disso, acredita-se que o Oxido nitrico esteja envolvido na preparacdo do substrato
inicial para a aprendizagem sonora das aves, uma vez que a atividade NADPH-
diaforase mostrou-se mais intensa nas areas vizinhas aos nicleos com esta fungio do
que propriamente nestes nacleos, sendo esta diminuida com o decorrer do
desenvolvimento (WALLHAUSSER-FRANKE et al, 1995). Em anfibios, a
expressdo da NADPH-diaforase da medula espinal ndo sofreu alteragdes durante as
modificagdes pds-natais do tecido nervoso, sugerindo que o dxido nitrico possa estar
relacionado com processos independentes do estagio de desenvolvimento neural
(CROWE et al, 1995). Isto ndo parece ocorrer em tartarugas, aves € mamiferos.
Deste modo, pode-se sugerir que a participagdo do Oxido nitrico em aspectos
funcionais do desenvolvimento do tecido nervoso tenha sido adquirido a partir dos
répteis. Entretanto, ndo ha dados sobre os peixes. Mas, por outro lado, parece valido
também sugerir que a participagdo desta molécula tenha sido retida no anfibio e

suprimida a partir dos répteis.
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Contudo, ndo se pode contestar a variagdo da atividade da NADPH-diaforase e
da NOS durante os eventos de formagdo e diferenciagio do tecido nervoso.
Entretanto, muitas sdo as perguntas quanto ao papel dessas expressdes. Ha evidéncias
experimentais sugerindo que o Oxido nitrico poderia atuar como um fator trofico no
desenvolvimento, cuja inducdo seria feita pelo fator de crescimento neuronal
(PEUNOVA & ENIKOLOPOV, 1995). De fato, a produgio local de 6xido nitrico
parece desempenhar um importante papel na diferenciagdo dos neurdnios motores do
corno ventral da medula espinal de ratos neonatos (KALB & AGOSTINI, 1993). A
ela também € conferido um papel central na formagdo, segregacdo e modelamento do
neuropilo durante os estagios tardios do desenvolvimento (GALLY et al., 1990), bem
como durante o estabelecimento de conecgbes retino-tectais (WILLIAMS et al,
1994). Dada a ampla distribuigio da atividlade NADPH-diaforase no encéfalo de
tartarugas Pseudemys scripta elegans juvenis, pode-se suspeitar da participagdo do
6xido nitrico em fungdes similares ou iguais a estas no tecido nervoso destes animais.
Entretanto, esta questdo necessita de posteriores estudos. Esta necessidade ndo se

restringe apenas as tartarugas, mas aos diversos representantes dos vertebrados.

Apesar destas lacunas nos estudos do tecido nervoso de tartarugas, os
resultados deste presente estudo permite classifica-las como animais precoces, ou
seja, nascem com o tecido nervoso em um estagio avangado de desenvolvimento. Isto
faz com que estes animais sejam capazes de executar tarefas complexas ja ao
nascimento. Todavia, os posteriores estudos realizados em dreas corticais de

tartarugas jovens precisam considerar a etapa de desenvolvimento desta regido, uma



163

vez que seus padrdes metabolicos parecem ser estabelecidos mais tardiamente do que

as demais areas.

Efeitos das distintas condi¢des experimentais sobre as atividades glicogénio
fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase, e a imunorreatividade da SP

no sistema nervoso central da tartaruga Trachemys dorbigni

1- Secgdo do nervo cidtico

A secgdo do nervo ciatico ndo ocasionou nenhuma alteragdo na atividade da
citocromo oxidase nos periodos experimentais considerados. Possivelmente este
comportamento deve-se ao fato de que suas modificagdes tenham ocorrido muito
cedo, sendo, logo em seguida, recuperadas. Em ratos, a atividade desta enzima é um
dos indicadores mais precoces de injuria neuronal (NELSON & SILVERSTEIN,
1994). Deste modo, o intervalo de sete dias pode representar um tempo muito

extenso para a observagio de possiveis modificagdes em sua atividade.

Entretanto, também deve ser considerada a possibilidade de que as mudangas na
expressdo da citocromo oxidase ocorram tardiamente, ndo podendo serem detectadas
nos intervalos analisados. Esta hipotese decorreu do conhecimento de que, no nucleo
cuneato de gatos, a desnervagdo de uma das patas anteriores provocou uma sutil
diminui¢@o na expressdo desta enzima apos 4 semanas. Esta diferenga se tornou mais
evidente ap6s 13 semanas, porém ndo sendo ainda significativa nas medidas de
densitometria. Elas s6 se tornaram significantes nas observagdes realizadas apds 52

semanas (AVENDANO & DYKES, 1996). Esta redugdo apos longos intervalos
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também foi descrita por outros autores (GOLDBERGER et al., 1993). Deste modo,
parece necessario o acompanhamento das tartarugas desnervadas durante periodos

mais prolongados.

Todavia, ainda ha a possibilidade de que a desnervagdo periférica de tartarugas
ndo resulte em altera¢Bes na atividade da citocromo oxidase. No nucleo cuneato de
macacos, a atividade desta enzima apresentou-se normal apos 12 anos de rizotomia
dorsal (RAUSELL et al., 1992). Apesar deste periodo extenso, pode-se sugerir que a
atividade citocromo oxidase detectada tenha sido oriunda dos neurdnios que

permaneceram vivos, os quais poderiam ter ampliado suas conecgdes sindpticas.

A atividade NADPH-diaforase mostrou um acréscimo em sua expressdo no
corno dorsal da medula espinal e nas células pequenas (12 wm) e grandes (24 um) dos
ganglios raquidianos de 7Trachemys dorbigni apos a sec¢do do nervo ciatico. Esta
resposta foi similar aquela descrita em mamiferos (ZHANG et al., 1993; FIALLOS-
ESTRADA et al, 1993; TRAUB et al, 1994). Nestes animais, o aumento da
expressdo desta enzima comegou ao 3° dia apés a sec¢do e permaneceu aumentada
até mais de 150 dias (FIALLOS-ESTRADA et al., 1993). Entretanto, nas tartarugas,
observou-se, aos 30 dias, uma reducdo da atividade NADPH-diaforase nas células
pequenas dos ganglios raquidianos, sendo este novo padrdo similar aquele do animal
controle. Isto denota uma diferenga entre tartarugas e mamiferos, a qual ¢ dificil de
ser explicada. E possivel que este comportamento das tartarugas tenha alguma relagdo
com a transmissdo nociceptiva, uma vez que, em mamiferos, estas células pequenas

desta regido estdo envolvidas com esta sensagdo (WILLIS, 1985). No corno dorsal,
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ao contrario, esta reagdo enzimatica ainda estava elevada aos 90 dias apds a secgdo
nervosa periférica. Desta forma, se pode suspeitar da permanéncia deste acréscimo
por um periodo igual ou maior do que aquele observado nos mamiferos. A suposigio
de um espago maior para as tartarugas deve-se a lentidio de seus processos
metabolicos (McDOUGAL et al., 1968). E possivel também que o inicio deste
aumento seja tdo precoce nas tartarugas como foi em ratos. Mas para responder esta
questdo € preciso realizar estudos da NADPH-diaforase em intervalos de tempo

menor do que 7 dias.

O padréo de atividade da NADPH-diaforase do géanglio raquidiano e do corno
dorsal da medula espinal de tartarugas foi igual, tanto no lado seccionado como no
intacto. Isto € similar a alguns dados obtidos em ratos (FIALLOS-ESTRADA et al,,
1993; TRAUB et al., 1994). Porém, nestes ultimos animais, ha resultados onde o
aumento da atividlade NADPH-diaforase foi apenas ipsilateral & secgdo do nervo
(ZHANG et al., 1993). Nao ha explicagdes disponiveis para estas divergéncias.
Todavia, a existéncia de modificagdes bilaterais na expressio da NADPH-diaforase
sugere que as projegOes periféricas que estdo chegando a medula espinal pelo lado
seccionado, cruzam a linha média e vdo fazer contatos sinapticos no lado
contralateral, induzindo a ativagdo desta enzima neste local. De fato, ha evidéncias
experimentais demonstrando que, em mamiferos, algumas vias provenientes dos
génglios sensitivos, cruzam a linha média apds chegarem a medula espinal, finalizando
no lado contralateral (ECCLES & SCHADE, 1964). Isto também foi observado na

medula espinal de répteis, inclusive de tartarugas (ECCLES & SCHADE, 1964;
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TRUJILLO-CENOZ et al., 1990). Esta pode ser a causa da resposta bilateral da

atividade NADPH-diaforase ap0s desnervagdo de ratos e tartarugas.

Em ratos, supde-se que o aumento da atividlade NADPH-diaforase, ocasionado
pela desnervagdo periférica, esteja associado com inimeras fungdes. Uma delas
poderia ser a liberagdo de oxido nitrico pelos terminais periféricos, o qual iria agir
sobre alvos tais como a pele e os musculos (FIALLOS-ESTRADA et al., 1993). Esta
molécula também poderia exercer efeitos sobre os proprios neurdénios medulares,
assim contribuindo para a hipersensibilidade detectada em neurénios da medula
espinal (ZIMMERMANN, 1991). Ela também poderia ativar células gliais do ganglio
raquidiano, cuja estimulagdo exerceria um efeito trofico importante em neurdnios
lesados (MORRIS et al., 1992). O aumento da difusdo do oxido nitrico ainda poderia
ocasionar sua propria interagdo com o neurdnio lesado, contribuindo, assim, para a
perda da fungdo desta célula (FIALLOS-ESTRADA et al, 1993) ou para sua
sobrevivéncia. Sabe-se que as células com atividade NADPH-diaforase mostram-se
mais resistentes a isquemia e a insultos degenerativos ou toxicos (FERRANTE et al.,
1985; KOH et al., 1986, UEMURA et al., 1990). Outro fato que apoia esta hipotese
de resisténcia celular s3o as evidéncias de co-localizagdo do oxido nitrico com ¢c-JUN,
o qual poderia controlar a expressio do gen da NOS, impedindo uma ativagio

exagerada desta enzima (FIALLOS-ESTRADA et al., 1993).

Uma agdo importante do ¢xido nitrico, em mamiferos, € a vasodilatagdo, cujo
efeito estd bem documentado na literatura (MONCADA et al., 1991). Na periferia,

este efeito parece ser somado aquele da SP e do peptideo relacionado com o gen da
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calcitonina (CGRP). Como uma caracteristica da desnervagdo periférica destes
animais € uma queda na expressdo e na liberagdo destes peptideos (WHITE et al.,
1989), parece licito sugerir que o aumento do Oxido nitrico seja um mecanismo
compensatério para esta redugdo. Um forte apoio para esta hipdtese € a
demonstragio de que a maioria dos neurénios NADPH-diaforase positivos também

possuem imunorreatividade para a SP e para o CGRP (AIMI et al., 1991).

E possivel que estas fungdes do 6xido nitrico também ocorram em tartarugas,
muito embora nenhuma delas tenha sido demonstradas neste animal. Porém, dada a
grande similaridade das respostas metabolicas de ratos e tartarugas, esta hipotese ndo

parece absurda, mas, ao contrario, muito plausivel.

Apesar da grande similaridade nas reagdes NADPH-diaforase do génglio
raquidiano e da medula espinal de ratos e tartarugas desnervados, encontrou-se uma
diferenga marcante, a expressdo dessa atividade em motoneurdnios da medula espinal
de tartarugas. Esta atividade restringiu-se apenas ao lado ipsilateral a lesdo. A grande
maioria dos estudos de desnervagdo em ratos ndo descrevem esta resposta
(ANDERSON, 1992; FIALLOS-ESTRADA et al., 1993; VIZZARD et al,, 1993;
TRAUB et al,, 1994). Os unicos resultados semelhantes ocorreram apos desnervagio
de animal neonato (CLOWRY, 1993) e ap6s avulsdo da raiz ventral da medula espinal

(WU, 1992; 1993).

Esta expressdo da NADPH-diaforase em neurdnios motores de tartarugas

desnervadas ja apareceu aos 7 dias, intensificando-se nos periodos posteriores de
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observagdo. Em ratos, estes neurdnios também apresentaram esta reatividade apos 1
semana da avulsdo da raiz ventral da medula espinal (WU, 1993), porém, sua maior
reatividade ocorreu ap6s 4 semanas da cirurgia, enquanto na tartaruga esta apareceu
aos 90 dias da desnervagdo. Esta diferenga provavelmente seja o resultado das

diferentes taxas metabolicas dessas espécies.

Entretanto, em ratos, os motoneurdnios reativos do lado ipsilateral a lesdo
emitiam neuritos que deixavam a substincia cinzenta e iam finalizar em torno das
células endoteliais ou da superficie pial da medula espinal (WU, 1993). Este autor
sugere que isto seja uma tentativa de regeneragdo neuronal quando a concentrago de
6xido nitrico encontra-se moderada, sendo estas degenerad#s a medida que esta
molécula aumenta acentuadamente. Na tartaruga ndo ocorreu a formagdo destes
neuritos nos intervalos observados. Isto pode denotar uma diferenga entre estas
espécies, ou um atraso das tartarugas em desenvolver esta resposta, sendo esta

indugdo realizada em um periodo mais tardio.

A presenga de atividade NADPH-diaforase em neurdnios motores de tartarugas
pareceu restringir-se apenas ao segmento de medula lombar, muito embora nio
tenham sido procurados nos segmentos toracico e sacral. Todavia, esta ndo ocorreu
na medula cervical. Em ratos, esta reatividade foi detectada apenas nos segmentos
lombares diretamente relacionados com a avulsio (WU, 1993). Segundo este autor,
esta resposta deve relacionar-se com a perda dos fatores tréficos produzidos pelas
células de Schwann. Provavelmente estes fatores inibiam a expressdo desta enzima.

Com sua perda, esta pdde manifestar-se ativamente. E possivel que isto também seja a
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causa do retorno desta atividade apos a desnervagdo de tartarugas adultas.
Entretanto, € intrigante o fato de que, em tartarugas, esta reatividade apareceu apos
sec¢do nervosa periférica, enquanto em ratos adultos foi necessario um procedimento
mais drastico, como a avulsdo da raiz ventral. Nesta situagdo, provavelmente ocorreu
uma perda bem acentuada da interagdo entre o neurdnio e as células gliais, enquanto a
desnervagdo periférica ainda poderia manter parte deste envolvimento. No entanto,
nas tartarugas, a secgdo de nervo periférico j& deveria estar ocasionando um grau
elevado de perda desta interagdo. Esta hipotese ndo parece tdo absurda pelo fato de
que o numero de células satélites para um corpo celular neuronal, de determinado
tamanho, ¢ bem menor nos répteis do que nos mamiferos (PANNESE et al., 1975).
Assim, apesar da desnervagdo periférica ser um procedimento menos danificante, ja

resultaria em uma perda significativa da inter-relag@o entre neurdnio e célula glial.

Todavia, deve ser considerada também a possibilidade de que o retorno da
expressio da NADPH-diaforase apds desnervagdo de tartarugas e ratos neonatos,
bem como apds avulsdo da raiz ventral da medula espinal de ratos adultos seja
consequéncia da inducdio de sintese de novo desta enzima pela maior ativagdo de
fatores troficos. Possivelmente, em mamiferos, esta resposta dependa da intensidade
do estimulo e da idade do animal. No rato neonato, esta indugéo ja apos desnervagio
periférica deve relacionar com a maior expresséo de fatores troficos pela imaturidade
do tecido nervoso, enquanto a expressdo destas moléculas encontra-se diminuida no
animal adulto (GORIN & JOHNSON, 1980). O retorno da atividlade NADPH-
diaforase em neurdnios motores de tartarugas adultas desnervadas deve relacionar-se

com o aumento destes fatores ja nesta situagdo. Provavelmente isto seja decorrente da
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existéncia de uma maior atividade dos fatores troficos em tartarugas adultas do que
em ratos adultos. Nestes ultimos, sabe-se que os fatores troficos continuam sendo
necessarios para a sobrevivéncia de muitos neurdnios simpaticos, sendo esta atividade
silenciada nos neurdnios sensoriais (GORIN & JOHNSON, 1980). E possivel que nas
tartarugas um numero maior de neurdnios continuam dependentes da agdo de fatores
troficos para a sua sobrevivéncia, assim existindo uma maior atividade neste animal do
que em ratos adultos. Conseqiientemente, um estimulo mais fraco ja resultaria em um

aumento significante destas moléculas, fazendo com que elas pudessem exercer seus

efeitos.

A hipétese de indugdo de fatores troficos na regeneragio parece plausivel
pelo fato de que diversos estudos demonstram que os processos de regeneragdo
recapitulam aqueles padrdes existentes durante o desenvolvimento, principalmente
com relagdo aos genes citoesqueléticos (HOFMANN & CLEVELAND, 1988;
MILLER et al., 1989), a sintese de proteinas celulares (DASTON & RATNER, 1991)

e a composi¢do do ambiente extracelular (MARTINI & SCHACHNER, 1988).

Um estudo recente propds uma possivel estratégia de interagdo entre os fatores
troficos e os processos de regeneracdo neural (BLOTTNER & BAUMGARTEN,
1994). De acordo com este estudo, um neurdnio periférico lesado apresenta uma
deficiéncia de fatores troficos devido aos danos ocasionados no transporte axonal
retrogrado e/ou pela perda dos fatores liberados pelo alvo periférico. Para conseguir
sua reposi¢@o, o neurdnio deve promover a ativagdo de fatores génicos envolvidos na

sintese destas moléculas, ou utilizar a captagdo dos fatores provenientes de vias
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aferentes que chegam & célula lesada, os quais se dirigiam ao local da lesdo pelo
transporte anterogrado. Estes fatores troficos também poderiam ser obtidos de células
de Schwann intactas que existem & volta do axdnio lesado. Outra possibilidade seria a
ativagdo das células de Schwann pelos fatores liberados pelos macrofagos, os quais
poderiam estimular a produgdo de fatores troficos nas células de Schwann, ou agirem
diretamente na area de les3o. Estes fatores provenientes dos macréfagos poderiam
ainda estimular a proliferagdo de elementos mesenquimais envolvidos no reparo

tecidual e na vascularizagio da area lesada.

Um dos fatores troficos formados durante o processo de desenvolvimento do
tecido nervoso € o fator de crescimento neuronal (NGF), cuja expressdo parece ser
capaz de ativar a enzima NOS em cultura de células PC12 (PEUNOVA &
ENIKOLOPOV, 1995). No entanto, esta molécula também parece exercer efeitos nos
mecanismos de hiperalgia. Sua administragdo resulta em um quadro muito similar
aquele dos processos de inflamagdo tecidual. Além disso, a concentragdo desta
molécula aumenta nos tecidos danificados, sendo este acréscimo observado dentro de
horas apos os danos celulares, havendo, inclusive, um aumento no transporte

retrogrado deste fator no nervo ciatico lesado (LEWIN & MENDELL, 1993).

O NGEF e alguns dos outros fatores tréficos parecem atuar impedindo a morte
celular. A administragdo local prévia destas moléculas previne parcialmente a morte
neuronal decorrente da desnervagéo periférica (YIP et al., 1984; OTTO et al., 1987,
ROGISTER et al, 1993). Recentemente, foi demonstrado a existéncia de uma

correlagdo positiva entre fatores troficos e atividade da NOS. Isto decorreu da
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observagio de que, a sobrevivéncia de neurdnios simpato-adrenais, bem como a
manuten¢do destas vias apds administragdo i vivo de alguns fatores troficos,
dependeu da preservagio da atividade NOS (BLOTTNER & BAUMGARTEN, 1992;
BLOTTNER et al., 1993). Deste modo, parece licito sugerir que a ativagdo da
atividade NADPH-diaforase em motoneurdnios de tartarugas desnervadas relacionar-
se-ia com a sobrevivéncia destes neurdnios. Isto parece bem plausivel pelo fato de que
as células positivas a esta enzima sdo mais resistentes aos insultos citotoxicos

(FERRANTE et al., 1985; KOH et al., 1986; MALCON et al., submetido).

O oxido nitrico também parece desempenhar efeitos hiperalgésicos. Na
literatura ha diversos estudos demonstrando a sua participagdo nestas situagles
(KITTO et al,, 1992; MELLER et al., 1992a; b; SOLODKIN et al., 1992), bem como
seu aumento apos secgdo de nervo periférico (FIALLOS-ESTRADA et al,, 1993;
TRAUB et al, 1994; o presente estudo). Todavia, ha resultados experimentais
sugerindo que o aumento da atividlade NADPH-diaforase apds secgdo nervosa
periférica ndo possui qualquer relagdo com a nocicepgio. Isto decorrgu da observagdo
de que ha diferengas na distribuigdo desta atividade e na expressdo da proteina c-Fos
apos inflamagdo unilateral da pata posterior de ratos (TRAUB et al., 1994). No
entanfo, € necessario ter muita cautela na interpretacdo destes resultados, uma vez
que a ativag@o da c-Fos parece ndo corresponder unicamente com a nocicepgdo. Em
ratos, observou-se que a parte da medula espinal correspondente ao lado nio
submetido a estimulagdo nociceptiva periférica apresentou expressdo desta proteina
(NARANIJO et al., 1991; ACHAVAL, 1991). Apesar desta atividade ter sido de fraca

intensidade, esta resposta ndo pdde ser descartada. A autora sugere que esta reagdo
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deve ter sido conseqiiéncia da exposigdo do animal a nova situagdo, a qual
desencadeou um comportamento de alarme ou estresse, ativando alguns grupos de
neurdnios capazes de sintetizar a proteina c-Fos. Nas situagdes onde o 6xido nitrico
ndo parece estar diretamente envolvido com a transmissdo nociceptiva, postula-se que
o acréscimo da atividade NADPH-diaforase em animais submetidos a injdria neuronal
relaciona-se com o aumento do metabolismo local € com o comportamento prévio
e/ou decorrente da dor. Isso adveio da observagdo de que a injuria neural, produzida
mecédnica ou quimicamente a uma das patas posteriores do animal, resultou em um
estado de sensibilizagdo propagavel, que tornou a outra pata mais vulneravel aos
proximos insultos nervosos (LEAH et al, 1992). Além disso, detectou-se um
aumento bilateral no consumo da 2-desoxiglicose na medula espinal e no tronco
cerebral apoOs injuria unilateral (MAO et al., 1992) e inflamag¢do decorrente da

administracdo de formalina (PORRO et al., 1991a; b).

Dada a inexisténcia de dados sobre a transmissdo nociceptiva em tartarugas, €
praticamente impossivel relacionar os dados obtidos no presente estudo com esta via,
ou excluir a participagdo da atividlade NADPH-diaforase neste sistema sensitivo.
Deste modo, este constitui um campo fértil para a realizagido de posteriores pesquisas,
ndo apenas em tartarugas, mas também em ratos, o que podera trazer subsidios a

polémica acima apresentada.

Outro foco de ateng@o deve ser dado ao estudo destas modificagdes ao longo
do neuroeixo, visto que até o presente momento, sdo inexistentes dados experimentais

sobre as modificagGes encefilicas apOs secgdo de nervo periférico em mamiferos. Os
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diversos estudos que existem referem-se apenas a atividade dos motoneurdnios de
alguns pares cranianos, de neurfnios hipocampais e de células neocorticais
(GONZALEZ et al., 1987; HAVTON & KELLERTH, 1987, REGIDOR et al., 1993,
VIZZARD et al, 1993; WU, 1993; RUAN et al,, 1994, TRAUB et al.,, 1994;

VIZZARD et al., 1994; YU, 1994; RUAN et al., 1995).

Uma caracteristica comum de todos estes trabalhos foi o aumento da atividade
NADPH-diaforase ¢ da NOS apos danos neurais. No entanto, a atividade NADPH-
diaforase encefalica de tartarugas desnervadas pareceu reduzir-se em algumas regides.
Esta observagdo decorreu do aparecimento de granulos positivos em alguns neurdnios
dos nucleos reticulares medial e inferior, bem como dos nucleos superior e inferior da
rafe, os quais apresentavam anteriormente uma coloragao intensa e homogénea apos a
detecgdo histoquimica desta enzima. Este padrdo de reagdo ja foi observado aos 7
dias e manteve-se assim nos demais periodos analisados. Além disso, com o aumento
dos intervalos de observagdes, notou-se uma redugdo na quantidade de neur6nios
reativos nas regides da eminéncia dorsal ventricular do telencéfalo e do estriado.
Todavia, ndo foram detectados sinais de morte celular, o que sugere que a diminui¢do
da reatividade a NADPH-diaforase nio foi conseqiiéncia da perda neuronal.
Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que a morte neuronal ocorra mais
tardiamente do que o maior intervalo de observagdo analisado, ou seja, apos 90 dias,
uma vez que as reagdes quimicas em tartarugas sio bem mais lentas do que em ratos.
Nestes animais, a avulsdo do nervo facial resultou em perda celular em seu nicleo
apos 5 dias, sendo que este valor chegou a 60% aos 30 dias apos a cirurgia (RUAN et

al.,, 1995). Estes autores ndo apresentaram possiveis explicagdes para este fendmeno.
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Entretanto, descrevem que, inicialmente, ndo houve morte neuronal, provavelmente
pela grande perfusdo sangiiinea decorrente da dilatagdo dos vasos pela intensa
atividade NADPH-diaforase presente. Nesta fase, houve pouca reatividade neuronal a
NOS. Porém, quando o limen vascular retornou ao tamanho normal, os neurdnios
comegaram a aumentar a atividade desta enzima. Este aumento na expressdo da NOS
provavelmente resultou em uma maior produgfo de 6xido nitrico, o qual poderia ser o
responsavel pela morte celular tardia. Outros autores também atribuem este papel
para o 6xido nitrico (VIGE et al., 1993). E possivel que a formagdo tardia desta
molécula também resulte em morte neuronal nas tartarugas desnervadas
perifericamente, uma vez que apds 90 dias a atividlade NADPH-diaforase das células
gliais e endoteliais do encéfalo mostravam-se ainda bem intensas. Esta atividade
endotelial possivelmente estava mantendo um elevado fluxo sangiiineo pelo tecido
nervoso, assim impedindo a morte de neurdnios. Conhecendo a lentiddo das respostas
metabolicas de tartarugas (McDOUGAL et al., 1968), parece licito sugerir que estes
animais necessitem de um tempo mais longo para o retorno as condigdes vasculares

basais.

Para uma maior complicagdo deste quadro, a reagio NADPH-diaforase
encefalica de tartarugas desnervadas ainda apareceu no nucleo dorsomedial anterior
do talamo, o qual ndio expressava sua atividade nos animais controles. Além disso,
observou-se uma fraca reatividade desta enzima no nucleo do istmo e no nucleo
mesencefélico do V par craniano, os quais também apareciam negativos
anteriormente. E possivel que esta indugdo esteja relacionada com a morte de

neurdnios destas regides, as quais parecem receber aferéncias de centros envolvidos
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com a sensibilidade geral dos répteis (ANTHONY, 1970). Entretanto, deve ser
considerada também a possibilidade de que a indugdo desta expressdo da NADPH-
diaforase resulte na preservagdo destes grupos neuronais, tornando-os mais resistente

aos insultos citotoxicos (BEAL et al., 1986; KOH et al., 1986; MALCON et al,

submetido).

Diversos estudos realizados em mamiferos salientam que a concentragdo de
oxido nitrico acumulado ou produzido pode ser um importante fator na determinagio
de regeneragdo ou degeneragdo celular (WU, 1993; YU, 1994). Sua capacidade de
promover regeneragido decorreu do conhecimento de que esta molécula foi capaz de
proteger o miocardio e o intestino de danos originados do quadro de
isquemia/reperfusdo, por atuar através de uma variedade de agdes citoprotetoras,
como por exemplo seu papel como inativador dos radicais superdxidos formados
(RUBANYT et al., 1991; GABOURY et al., 1993). Esta capacidade também foi
demonstrada em cultura de neur6nios dopaminérgicos mesencefalicos (WINK et al.,
1993) e apos trauma cerebral (YU, 1994). Entretanto, sua produgdo ou liberagdo
indiscriminada pode reverter este papel e tornd-la uma molécula citotoxica, a qual
parece ser capaz de inibir enzimas envolvidas na sintese do DNA, no transporte de
elétrons mitocondriais e no ciclo do acido tricarboxilico (HIBBS et al., 1987, GREEN
et al., 1991). Porém, nio ¢é apenas sua quantidade o fator determinante da agdo
protetora ou citotoxica, parece que o estado redox do oxido nitrico também tem uma
importancia acentuada nestes papéis (LIPTON et al., 1993). Baseado nestes dados,
parece valida a suposi¢do de que a diminui¢do da atividade NADPH-diaforase do

encéfalo de tartarugas constitui um mecanismo de defesa contra os aumentos
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observados na medula espinal, no génglio raquidiano, nas células gliais e nas células
endoteliais, o que, de certa forma, poderia ser fatal para a sobrevivéncia de neurdnios.
Entretanto, também deve ser considerada a possibilidade de que a queda na expressdo
da NADPH-diaforase resulta em uma vulnerabilidade destas células a agentes

citotoxicos, indicando ser esta uma fase muito susceptivel a danos neurais externos.

O padrdo de distribuigdo da SP na medula espinal de Trachemys dorbigni foi
muito semelhante aquela descrita nesta mesma regido de Chrysemys dorbigni jovens
(LUTHMAN et al., 1991). Todavia, a imunorreatividade a SP no primeiro animal
citado foi mais ampla. No trabalho prévio, as fibras positivas a este peptideo foram
detectadas principalmente na area Ia, porém, muitas destas chegavam até a area III.
Estas fibras imunomarcadas ainda podiam cruzar a linha média e alcangar o lado
contralateral da medula espinal. Em 7rachemys dorbigni, além desta distribuicio,
também foram observadas fibras imunorreativas que chegavam ao corno ventral, onde
estavam rodeando o soma de motoneurdnios, e aos funiculos lateral e anterior. Parece
possivel que estas diferencas tenham alguma relagdo com o estagio de
desenvolvimento da medula espinal. Neste trabalho, as tartarugas eram animais
jovens, enquanto no presente estudo estas se encontravam na fase adulta. Porém, hd
resultados experimentais demonstrando a presenga de fibras imunorreativas a SP na
regido ventromedial do corno dorsal de tartarugas Chrysemys picta picta e
Pscudemys scripta (REINER et al., 1984). De acordo com Luthman et al. (1991),
esta imunorreatividade da regido ventromedial apresentada neste estudo deveria ter
resultado do fato deste ter sido realizado em medula cervical, enquanto seus dados

foram obtidos em segmentos medulares toéraco-lombares. Entretanto, o nosso estudo
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foi realizado em cortes de medula espinal cervical e lombar, sendo a distribuigdo da
atividade igual em todos eles. Isto coloca em questionamento a proposta apresentada

por estes autores, deixando em aberto esta discussdo.

A secgio do nervo ciatico de tartarugas Trachemys dorbigni provocou redugdo
da imunorreatividade a SP em fibras longas e curtas da érea Ia do corno dorsal da
medula espinal, no lado ipsilateral a desnervagdo. Esta diminui¢do € similar ao que foi
observado em mamiferos (JESSELL et al., 1979 TESSLER et al., 1980; 1981; 1984,
BARBUT et al, 1981; EL-BOHY & LAMOTTE, 1993). Nestes animais, o
decréscimo da atividade deste peptideo parece iniciar-se no 5° dia apds a cirurgia
(BARBUT et al.,, 1981), embora haja evidéncias experimentais de que esta redugéo
comega apoOs 7 dias (JESSELL et al., 1979). E provavel que as tartarugas também
apresentem esta mesma resposta temporal, uma vez que aos 7 dias ja foi detectada
diminui¢do no padrio de imunorreatividade da SP do corno dorsal da medula espinal

destes animais.

Em ratos, observou-se uma recuperagdo parcial da imunorreatividade da SP da
medula espinal, apds injuria axonal provocada por inje¢des de pronase no nervo
ciatico, aos 4-9 meses (EL-BOHY & LAMOTTE, 1993). Nas tartarugas, no entanto,
um padriio de imunorreatividade similar aquele do animal controle ocorreu aos 90
dias. Deste modo, pode-se supdr que, nos ratos, a recuperagdo das fibras contendo
SP acontece mais tardiamente do que nas tartarugas. Entretanto, deve ser considerado
o fato de que a andlise das mudangas ocorridas na medula de ratos considerou

somente os intervalos de 10-13 dias e de 4-9 meses, deixando um espago muito
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grande entre as observagdes. Sendo assim, € possivel que a recuperagdo do padrdo de

imunorreatividade da SP na medula espinal de ratos seja semelhante aos resultados

observados na tartaruga.

Diversos estudos eletrofisiologicos e comportamentais indicam o envolvimento
da SP na transmissdo nociceptiva. Nesta situagdo, este peptideo parece agir como um
mediador excitatério (LEMBECK, 1953; HOKFELT et al., 1975, HENRY, 1976;
JESSELL & IVERSEN, 1977; KRNJEVIC’, 1977, WRIGHT & ROBERTS, 1978;
HAYES & TYERS, 1979; PIERCEY et al., 1981a; b). E possivel que a SP também
exerca estas fungSes em tartarugas, muito embora ndo existam dados experimentais
na literatura apontando tais efeitos. Contudo, as semelhangas entre muitas respostas
de tartarugas e ratos constituem um forte indicio para a formulagdo de tal hipbtese.
Outro suporte a esta questdo € a suposta analogia entre a area Ia da medula espinal de
tartarugas e o trato de Lissauer dos mamiferos (TRUJILLO-CENOZ et al., 1990).
Deve ser relembrado, neste momento, que a maior imunorreatividade a SP de

tartarugas localizou-se na area Ia.

Apesar deste estudo de tartarugas desnervadas ter considerado um niimero
muito pequeno de marcadores metabolicos, as respostas obtidas permitem algumas
consideragdes interessantes. A sec¢do periférica provocou uma alteragdo
neuroquimica que precedeu a detecgdo de morte neuronal. Esta reagdo foi similar
aquela observada em mamiferos (RISLING et al,, 1983; TESSLER et al, 1985).
Entretanto, esta resposta neuroquimica de mamiferos desnervados parece ser

totalmente independente da perda celular, uma vez que ela ocorre ap6s impedimento
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da morte neuronal (KLEIN et al., 1991). Desta forma, pode-se sugerir que estas
modificagdes histoquimicas e imunohistoquimicas constituem uma resposta adaptativa
as alteragdes sinapticas decorrentes da axotomia periférica. E sabido que o bloqueio
temporario ou permanente dos impulsos neurais que chegam a medula espinal resulta
em mudangas pOs-sinapticas tanto na regulagdo génica quanto na expressdo de
inimeros transmissores € moléculas metabolicas (JONES, 1990; PERSSON et al.,
1993; SHENG et al., 1993; WONG-RILEY et al., 1994). Todavia, isto ndo quer dizer
que a natureza das modificagGes neurais ocasionadas pela desnervagdo periférica
estejam completamente entendidas em mamiferos. Embora seja demonstrada uma
redugdo imediata de sinais aferentes provenientes do nervo seccionado, hd também
estudos mostrando que a maioria da atividade espontdnea gerada nos ganglios
raquidianos parece ndo sofrer nenhuma alteragio apés a secgdo nervosa periférica
(LU et al., 1993). Isto leva a dedugdo de que a desnervacdo nio resulta em mudangas
no “background” das atividades neurais que chegam a medula espinal. Sendo assim,
pode-se aceitar a proposta sugerida por Avendafio & Dykes (1996) de que esta
situagdo experimental ocasiona alteragdes nos sinais aferentes que estdo chegando a
medula espinal, ¢ ndo na redu¢do ou na remog¢do desta comunicagdo. Para estes
autores, esta modificagdo do padrio normal poderia constituir o fator primario na
indugdo das modificagdes neuroquimicas iniciais, as quais, por sua vez, poderiam
representar a tentativa de adaptag@o as novas condigdes. Contudo, o passar do tempo
deveria induzir uma diminui¢do no suprimento de fatores troficos e uma redugio na
demanda metabdlica como conseqiiéncia de uma redug¢do nos impulsos aferentes, o

que resultaria em uma redug@o da massa citoplasmatica e uma perda da capacidade de
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manter o funcionamento das projecdes eferentes. Nesta etapa poderia acontecer a

morte neuronal.

Todas estas possibilidades também podem ser questionadas para as tartarugas,
uma vez que o padrdo obtido no presente estudo foi similar aos resultados descritos
em mamiferos. Entretanto, as diferencas anteriormente destacadas podem constiuir
uma particularidade das tartarugas, bem como representar estagios bem iniciais das
respostas observadas em mamiferos, as quais devem ocorrer tdo rapidamente que
acabam ndo sendo detectadas. Tanto em uma como em outra possibilidade, as
tartarugas apresentam-se como excelentes modelos experimentais para os estudos de
desnervagio periférica, constituindo-se modelos que possibilitam o acompanhamento
mais detalhado dos processos de mudangas oriundos desta situagdo experimental, bem
como modelos que possam tanto esclarecer as seqiiéncias de eventos quanto explicar
os fendmenos adquridos ou perdidos durante a evolugdo dos mamiferos. Isto
possibilitara uma maior compreensdo dos mecanismos de regeneragio neural, o que,
sem duvida nenhuma, trard uma extraordinaria contribuigdo possibilitando introduzir

procedimentos que induzam a recuperagdo neural.

2- Jejum de 90 dias

Esta situagdo experimental ndo provocou alteragdes nas expressdes das
enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase e NADPH-diaforase do encéfalo da
tartaruga Trachemys dorbigni. Todavia, ndo se pode afirmar que o jejum de 90 dias
nio induz modificagdes nas atividades destas enzimas. E possivel que pequenas

mudangas tenham ocorrido, porém ndo puderam ser detectadas pelos métodos
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histoquimicos utilizados no presente estudo. Ha a possibilidade de que o emprego de
técnicas bioquimicas possam demonstrar alteragdes na atividade dessas enzimas. Além
disso, é possivel sugerir também a utilizagdo de densitometria Optica, onde se faz a
comparagdo da intensidade de coloragdo observada nos cortes controles com aquelas
obtidas nos tecidos dos animais submetidos as condi¢des experimentais impostas pelo
pesquisador. Como a intensidade de coloragdo desenvolvida nas regides reativas do
encéfalo da tartaruga Trachemys dorbigni foi intensa, € possivel que a anlise visual
do observador ndo tenha conseguido detectar as provaveis discretas variagdes na

intensidade da reatividade.

E sabido que, em mamiferos, o glicogénio tem um papel central no controle da
glicogénio fosforilase. No figado destes animais, observou-se que a atividade desta
enzima possui uma relagdo direta com o teor glicogénico, de modo que uma maior
concentrag@o deste polissacarideo leva a uma maior percentagem de enzima na forma
ativa. Sendo assim, uma modificagdo na atividade glicogenolitica estaria associada a
mudangas relativas nas quantidades das formas a e b da enzima (HEMS &
WHITTON, 1980). Com relagdo a reserva glicogénica do figado de tartarugas, sabe-
se que o jejum de 90 dias provocou uma redug@o significativa na concentragio deste
polissacarideo (MACHADO, 1977). Portanto, parece licito sugerir que nas tartarugas
em estudo também houve esta mobilizagdo, a qual poderia ter mantido um
fornecimento adequado de glicose ao tecido nervoso, ndo havendo a necessidade de
utilizacdo de sua propria reserva. Desta forma, nenhuma alteragdo ocorreria na
atividade da glicogénio fosforilase. Este fornecimento continuo de substrato

energético ndo possibilitaria alteragdes no metabolismo das células neurais deste
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tecido, o que poderia ter proporcionado a manuten¢do da atividade da citocromo
oxidase. N3o havendo modificagdes nas taxas metabolicas, isto poderia também ser o

determinate da inalterabilidade da expressdo da NADPH-diaforase.

Entretanto, em trabalho prévio, demonstrou-se que o jejum de 30 dias ndo
ocasionou mudangas significativas na concentragdo glicogénica do encéfalo de
Chrysemys dorbigni. Todavia, esta reserva manifestou uma tendéncia de redugdo ao
final deste periodo de jejum. Deste modo, pode-se sugerir que apds 90 dias de jejum
ocorreria uma alteragdo neste polissacarideo. Entretanto, deve-se ressaltar que os
experimentos realizaram-se durante o verdo, enquanto os dados do presente estudo
foram obtidos no inverno. Esta demonstrado que as reservas glicogénicas da tartaruga
Chrysemys dorbigni sofrem modificagdes sazonais, estando aquela do encéfalo mais
alta no inverno do que no verdio (PARTATA & MARQUES, 1994). Além disso, €
sabido que o jejum induz uma redug@o da taxa metabdlica de tartarugas (RAPATZ &
MUSACCHIA, 1957). Desta forma, ¢ possivel que a inalterabilidade da atividade da
glicogénio fosforilase se deve a estas peculiaridades das tartarugas. Mas, por outro
lado, a atividade da glicogénio fosforilase pode ndo acompanhar as alteragdes do teor
do glicogénico tecidual. Em rd ndo houve um sincronismo entre a atividade da
glicogénio fosforilase e o conteudo do glicogénio hepatico, estando a atividade desta
enzima ainda aumentando quando a reserva glicogénica encontrava-se com valores

minimos (SCAPIN & GIUSEPPE, 1994).

Mas, por outro lado, merece ser considerada a possibilidade de que o jejum

tenha ocasionado mudangas na atividade da glicogénio fosforilase, s6 que em estagios
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bem iniciais, os quais ndo foram estudados. Parece ser importante o acompanhamento
da atividade desta enzima em intervalos mais curtos durante os primeiros dias de
jejum. Para a verificagdo desta hipOtese, seria necessario o acompanhamento da
atividade da glicogénio fosforilase com a utilizagdo de técnicas bioquimicas, as quais,

como ja salientado, sdo mais sensiveis a pequenas modificagdes metabolicas.

Com base nestas questdes, fica explicita a necessidade de estudos mais
detalhados sobre os efeitos do jejum e a atividade das enzimas glicogénio fosforilase,

citocromo oxidase e NADPH-diaforase no encéfalo de tartarugas.



I CONCLUSOES E PERSPECTIVAS l
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No presente trabalho foi demonstrado que as enzimas glicogénio fosforilase,
citocromo oxidase e NADPH-diaforase possuem um padrdo similar de distribuigdo no
sistema nervoso central (SNC) da tartaruga 7rachemys dorbigns adulta. Assim sendo,
as vias glicolitica e oxidativa, bem como a sintese de Oxido nitrico ocorrem em
praticamente os mesmos grupos neuronais. E interessante que esse perfil de
distribui¢do enzimatica no SNC de tartaruga foi semelhante aquele descrito nos
mamiferos. Sabe-se, porém, que a tartaruga possui menor quantidade de células gliais
em relagio ao nimero de neurdnios. E possivel que este fato esteja relacionado com
sua maior tolerdncia & anoxia. Provavelmente, o aumento de células gliais nos
mamiferos tenha resultado na perda dessa capacidade como conseqiiéncia do maibr
envolvimento destas células no metabolismo do tecido nervoso. Serdo necessarios
novos estudos para tentar esclarecer essa hipotese, como por exemplo, comparar em
distintas espécies animais a interagdo das células gliais com os neurdnios e a tolerancia
a anoxia. Futuros experimentos deverdo também verificar o padrdo de atividade das
enzimas glicogénio fosforilase, citocromo oxidase ¢ NADPH-diaforase durante a

exposigdo de tartarugas a diferentes periodos de anoxia.

O padréo de distribuigdo da glicogénio fosforilase e da citocromo oxidase no
tecido nervoso de tartarugas jovens € similar aquele da tartaruga adulta. Entretanto, a
atividade NADPH-diaforase mostra-se mais ampla no animal jovem do que no adulto.
Provavelmente, isto esteja indicando uma participag@o acentuada do 6xido nitrico no
desenvolvimento do SNC de tartarugas, assim como ¢ especulado para mamiferos. O
padrdo enzimatico delineado no presente estudo parece indicar que as tartarugas ja

devem nascer com o tecido nervoso em um estagio avangado de desenvolvimento, o
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que permitiria a realizagdo de tarefas complexas nessa fase. Considerando a
classificagdo estabelecida para os mamiferos, supde-se que as tartarugas constituem

exemplos de animais precoces.

As alteragdes neuroquimicas observadas apos a sec¢do do nervo cidtico de
tartarugas Trachemys dorbigni, adultas, constituem, provavelmente, uma resposta
adaptativa as alteragdes sinapticas decorrentes da axotomia periférica, assim como foi
sugerido para os mamiferos. Desta forma, as tartarugas tornam-se valiosos modelos
experimentais para a realizagdo desses estudos, uma vez que, diferente dos
mamiferos, possuem uma lentiddo nas respostas metabolicas. Deste modo, € possivel
o acompanhamento passo a passo das alteragdes neuroquimicas oriundas da
desnervagdo periférica. Os resultados desses experimentos poderdo trazer subsidios
ao entendimento das modifica¢des decorrentes dessa situacdo experimental; e sobre as

quais ainda existe muita especulagio até o presente momento.

E provavel que a permanéncia do padrio basal de distribuigio das enzimas
glicogénio fosforilase, citocromo oxidase € NADPH-diaforase apos jejum de 90 dias
na tartaruga seja conseqiiéncia da lentiddo de seus processos metabolicos. Todavia,
ndo se pode descartar a possibilidade de que as técnicas histoquimicas utilizadas
tenham sido incapazes de detectar pequenas variagdes que poderiam ter ocorrido.
Desta forma, torna-se necessario o emprego de métodos mais sensiveis, os quais

poderdo fornecer dados mais conclusivos.
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Os resultados apresentados neste trabalho indicam também que seria
importante realizar outros estudos, tais como, o mapeamento imunohistoquimico da
enzima oxido nitrico sintetase, que podera revelar se a distribuicdo da NADPH-
diaforase, aqui apresentada, identifica realmente os neurdnios capazes de sintetizar o
Oxido nitrico; a determinagdo da possivel co-localizagdo de atividade NADPH-
diaforase com neurotransmissores classicos; € o mapeamento imunohistoquimico da
proteina c-Fos, cujos resultados trardo contribui¢do ao entendimento da transmissdo

nociceptiva em tartarugas.

Conclui-se, a partir deste estudo histoquimico e imunohistoquimico do sistema
nervoso central de tartarugas em condi¢Ges basais e apoOs distintas situagdes
experimentais, que ha necessidade de uma abordagem funcional mais detalhada de seu
tecido nervoso, ndo apenas para o entendimento de suas peculiaridades, mas também
para a compreensdo de muitas questdes ainda especulativas nos mamiferos, as quais,
analisadas numa perspectiva evolutiva, poderdo ser esclarecidas. E indiscutivel a
posi¢do estratégica das tartarugas na filogenia dos vertebrados. Além disso, ha
inimeros exemplos na literatura de que a identificagdo de similaridades e diferencas
de estrutura e fung@o entre as espécies permite constatar que algumas delas, de
acordo com certas peculiaridades, possam servir como modelo ideal para o estudo de

processos fisioldgicos basicos.
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The present work demonstrated based in histochemical techniques the
distribution of glycogen phosphorylase, cytochrome oxidase and NADPH-diaphorase
in the central nervous system (CNS) of adult specimens of the turtle Trachemys
dorbigni and young specimens of the turtle Pseudemys scripta elegans. It was also
investigated the distribution of cytochrome oxidase and NADPH-diaphorase in the
brain and in the cervical and lumbar spinal cord of adult specimens of Trachemys
dorbigni after sectioning of the sciatic nerve. Immunoreactivity pattern of substance
P (SP) in the spinal cord was demonstrated following the sciatic denervation. The
effects of 90-day fasting on the distribution of the afore mentioned enzymes in the

CNS of adult Trachemys dorbigni was also investigated.

The enzymes under investigation showed a similar distribution in the CNS of
adult Trachemys dorbigni. This distribution was identical in the medulla oblonga, in
which they were detected in the nucleus reticular, nucleus raphe, locus coeruleus,
nucleus vestibular, nucleus cochlear and in the V, VI, VII, X and XII cranial nerve
nuclei. In the télencephalon, glycogen phosphorylase appeared in the granular and
afferent fiber layers of the olfactory bulb, in the three layers of the cortex, in the
dorsal ventricular ridge (DVR), in the striatum, in the primordium hippocampi, in the
amygdala, in the olfactory tubercle and in the nucleus of diagonal band of Broca.
Cytochrome oxidase was equally identified in all of these regions, except for the
nucleus of diagonal band of Broca. NADPH-diaphorase occurred in the glomeruli and
in the internal granular layer of the olfactory bulb, DVR, striatum, in some pyramidal
cells of the cortex, in the pyriform cortex, in the nucleus accumbens and nucleus
anterior commissure, in the septum, globus pallidus and olfactory tubercle. In the
diencephalon, glycogen phosphorylase was detected in the rotundus, reuniens and
geniculate nuclei, periventricular and ventral hypothalamus and median eminence.
Cytochrome oxidase was found in the rotundus, geniculate, habenular and
entopeduncular nuclei, and in the lateral and periventricular hypothalamus. NADPH-
diaphorase was observed in the same hypothalamic areas, besides the preoptic area
and paraventricular, suprammamilar, suprapeduncular and entopeduncular nuclei. In

the mesencephalon, glycogen phosphorilase was demonstrated in the optic tectum, in
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the oculomotor, trochlear and mesencephalic trigeminal nuclei, torus semicircularis
(TSC), red and isthmic nuclei, substantia nigra (SN), in the interpeduncular nucleus
and nucleus posterior commissure. Cytochrome oxidase was detected in these
regions, except for the interpeduncular nucleus, also appearing in the nucleus of the
medial longitudinal fasciculus and in the basal optic root. NADPH-diaphorase was
detected in the optic tectum, TSC, ventral tegmental area, deep nuclei of the
mesencephalon, in the SN and in the red nucleus. In the cerebellum, glycogen
phosphorylase, NADPH-diaphorase and cytochrome oxidase were identified in
granular and molecular layers. Cytochrome oxidase was also observed in Purkinje
cells. The deep cerebelar nuclei showed reactivity to all three enzymes investigated. In
the cervical spinal cord, glycogen phosphorylase and cytochrome oxidase activities
occurred in motoneurons and dorsal commissural neurons. Cytochrome oxidase was
equally detected in the lateral column of the dorsal horn, marginal nucleus and in
neurons scattered in the lateral funiculus. NADPH-activity was detected in areas Ia,
Ib, II and III, in the lateral column and in the commissure of the dorsal horn. Glial

cells showed positive reaction to all histochemical procedures.

The young specimens of the turtle Pseudemys scripta elegans presented
similar enzymatic distribution as adult Trachemys dorbigni Some differences,
however, were observed: cortical molecular and plexiform layers did not display
glycogen phosphorylase activity but show intense cytochrome oxidase reaction, and
NADPH-diaphorase was more widespread, occurring in a greater number of
pyramidal neurons, in the molecular layer, in cell bodies of the fasciculi longitudinalis
and in white matter of the spinal cord, as well as in the ventral horn motoneurons of

the spinal cord.

Sectioning of the sciatic nerve in the adult turtle did not alter the pattern of
cytochrome oxidase distribution, but increased NADPH-diaphorase reaction in small
and large cells of the dorsal root ganglion and in the dorsal horn of the lumbar spinal
cord. This surplus was reduced after 30 days of axotomy in the small cells of the

dorsal root ganglion, while in the dorsal horn the activity remained high at 90 days.
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Moreover, there was NADPH-diaphorase expression in motoneurons of the ventral
horn of the lumbar spinal cord, in the ipsilateral side of the sectioning. It was also
found additional activity in glial and endothelial cells of the neuroaxis; appearance of
enzymatic activity in the thalamus dorsomedial nucleus, mesencephalic trigeminal
nucleus and in the isthmic nucleus; and finally presence of NADPH-diaphorase
granular reaction in some neurons of the medial and inferior reticular nuclei and in
those of inferior and superior raphe were also found. In intact adult turtles SP was
detected in fibers of the area Ia of the spinal cord. Sometimes they could reach to area
III. Some ﬁbefs could traverse the median line. Other fibers reached the ventral horn,
where they surrounded the soma of negative motoneurons. SP was also detected in
the lateral and anterior funiculi and in the soma of neurons of the dorsal horn lateral
column. Sectioning of the sciatic nerve caused a decrease in the number of SP-
immunoreactive fibers as early as 7 days and recovering of their inicial number was

observed at 90 days following axotomy.

Ninety-day fasting did not bring about any alterations in the distribution
pattern of glycogen phosphorylase, cytochrome oxidase and NADPH-diaphorase in
the CNS of adult Trachemys dorbigni.

In conclusion, the enzymes studied here are similarly distributed in the CNS of
adult Trachemys dorbigni and young Pseudemys scripta elegans, except for the fact
that NADPH-diaphorase expression is greater in the brain of Pseudemys. Sectioning
of the peripheral nerve altered the neurochemical profile of the lumbar spinal cord of
the turtle Trachemys. Ninety-day fasting, on the contrary, did not bring about any
modification in the activity of the enzymes afore mentioned. These results suggest the
need for a more detailed functional approach to the turtle nervous tissue, not only for
a better understanding of it but also for the elucidation of speculative issues in
mammals, considering that chelonians undoubtedly occupy a strategic position in the

phylogeny of vertebrates.





