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RESUMO

A utilizacio de marcadores celulares para mapeamento das regides
cerebrais tem resultado em importantes avangos no estudo da organizagio morfo-
funcional do sistema nervoso. No presente trabalho, foram empregadas duas
técnicas de marcacio, a histoquimica para NADPH-diaforase, que revela neurdnios
que contém oxido nitrico (NO) e a técnica imuno-histoquimica para proteinas
ligantes de calcio (CaBPs), com o propdsito de se determinar a eventual co-
localizagdo neuronal dessas substancias no cérebro de camundongos, j& que ambas
parecem estar envolvidas em processos fisio-patologicos semelhantes. A
metodologia foi efetuada em cortes frontais do cérebro de 14 camundongos
C57BL/6] previamente anestesiados e perfundidos com salina e 4%
paraformaldeido. A imuno-histoquimica para as CaBP$ (calbindina, parvalbumina
e calretinina) foi baseada na técnica de avidina-biotina-peroxidase (ABC) e
imuno-fluorescéncia. Em seguida, os cortes foram processados pela técnica
histoquimica para NADPH-diaforase, utilizando nitrobluetetrazolium como
cromégeno. Neuropeptideo Y, cuja co-localizagio com NADPH-diaforase tem sido
amplamente demonstrada, serviu como controle positivo, que mostrou a validade
das técnicé;_s utilizadas. Nossos resultados demonstraram, a nivel de cortex,
caudado-putamen, vias visuais subcorticais, amigdala e hipocampo, hipotalamo,
bulbo olfai%,‘}rio e cerebelo, sub-populagdes de neurdnios independentes para a
reacdo de {é}i;f,iforase e CaBPS. Esses resultados indicam que, apesar de as CaBPs e 0
NO esta.re_z’?éi envolvidos em processos neuronais fisio-patoldgicos similares, eles

estio presentes em diferentes sistemas neuronais nesses animais.
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1. INTRODUCAO

A distribuigdo celular e as fungdes de uma série de novas substincias
difusiveis no cérebro, particularmente do oOxido nitrico (NO), vém sendo muito
estudadas nesta altima década, em razdo de sua aparente importancia na produgdo de
inGimeros fendmenos neurais (Moncada et al., 1989). O interesse atual e rapido
desenvolvimento nas pesquisas dos multiplos papéis que o NO desempenha no
cérebro, na qualidade de mensageiro intra e intercelular, nasceu de uma série de
achados. Assim, o fato de uma grande variedade de células serem capazes de realizar
suas fungdes particulares mediante a expressdo do NO como fator critico, além de
terem sido evidenciados processos oxidativos inusitados participantes na sintese de
NO através da oxidagio da L-arginina, e os novos aspectos da quimica e
enzimologia celular resultantes destas observagbes, foram os elementos basicos que
deram lugar as experiéncias para determinar o papel que este fator desempenha,

particularmente no sistema nervoso (Marletta, 1993).

As similaridades dos efeitos quimicos e farmacolégicos existentes entre o
fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), conhecido desde 1980 como
produtor, em resposta a maltiplos fatores, do relaxamento do endotéhio vascular in
vivo, assim como da inibicdo da agregagfio plaquetaria, e sua posterior adesdo 2
matriz extracelular e a fibras de colageno (Furghgott, 1984; Griffith er al., 1984,
Busse et a{;, 1985; Moncada ef al., 1986a; 1986b; Radomski et al., 1987¢, 1987d), e
o NO, estébelecidas através da cromatografia (Griffith et al,, 1984; Rubanyi et al,
1985; Cocl;;(%s et al., 1985; Gryglewsky et al., 1986a), quimioluminescéncia (Downes
et al., 1976), espectrofotometria (Kelm et al,, 1988) ¢ radioimunoensaio (Palmer et

al., 1987), éeram lugar a identificagio do EDRF como NO.




Sdo as caracteristicas fisico-quimicas do NO que permitem a multiplicidade
das suas funcgbes. Efetivamente, o NO, um gis sob condigdes atmosféricas, €
extremamente labil, tem meia-vida curta e ¢é altamente difusivel, nfo sendo
armazenado nas vesiculas dos terminais nervosos, descartando assim a possibilidade
de ser um neurotransmissor. O NO nfo atua sobre receptores de superficie (Marletta,
1993), mas diretamente sobre as enzimas intracelulares das células vizinhas, através
de cujas membranas se difunde sem dificuldade, exercendo uma ampla gama de

efeitos biologicos (Bredt & Snyder, 1989).

O NO € capaz de produzir vasodilatagdo e interagir com as prostaciclinas para
produzir desagregaciio plaquetdria (Radomski et al., 1988), afetando, entre outros, o
sistema cardiovascular, onde atua como protetor nos processos isquémicos € na
formagdo de trombos (Ignarro ef al., 1981; Gardiner ef al., 1990c; Moncada et al.,
1991), mantendo os niveis de pressdo arterial dentro dos seus limites normais
(Aisaka et al, 1989, 1990; Whittle es al., 1989; Gardiner et al, 1990c; Tolins &
Raij, 1990; Tolins ef al., 1990; Rees et al., 1990c; 1990d); o sistema imunologico,
potencializando a citotoxicidade dos macréfagos ativados contra células tumorais
(Hibbs et al, 1987), ou produzindo uma inibigdo da sintese protéica no figado,
induzindo a citotoxicidade dos hepatécitos pelas células de Kupffer (Curran et al,
1989).

Essas particularidades, unidas a aparente importdncia do papel que o 6xido
nitrico desempenha dentro do sistema nervoso, deram lugar a um novo campo dentro
das pesquisas neurofisiolégicas, levando & otimizag@o de uma série de técnicas para

a identifica¢do da atividade metabdlica do NO no cérebro.

1.1 ATIVIDADE DE OXIDO NITRICO E NADPH-DIAFORASE NO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL




A utilizagdo de téenicas histoquimicas e imuno-histoquimicas para a
identificagdo das caracteristicas anatomo-fisiologicas e metabélicas no tecido neural
tem sido de grande importincia no estudo do sistema nervoso, no que faz referéncia
a distribuigfio e reconstrucio dos circuitos locais. Baseados nelas, diversos estudos
tém demonstrado que anticorpos especificos para a 6xido nifrico sintetase (NOS)
produziram marcagdo da mesma populagdo neuronal que a histoquimica para
determinar a atividade da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-
diaforase (NADPH-diaforase). As primeiras observagdes a respeito foram efetuadas
em 1964 por Thomas & Pearse os quais, nos cortes de cérebro de mamiferos
marcados com nitrobluetetrazolium (NTB), perceberaﬁl que certos neurdnios
adotaram uma tonalidade azul escura, produto da deposi¢do do formazan gerado na
reagdo tecidual, que eles denominaram de “neurdnios solitdrios ativos”, e que,
durante a década de oitenta, foram identificados como resistentes a processos
histopatologicos degenerativos, como no caso das doengas de Huntington (Ferrante
et al., 1987, Morton et al, 1993), Alzheimer (Unger & Lange, 1992), e processos
isquémicos cerebrais (Ferreiro e7 al., 1988; Nowicky et al., 1991; Uemura ef al,

1990).

Paradoxalmente, parece que niveis anormalmente altos de NO estio
envolvidos na hipotensio associada a0 choque endotoxico (Kilbourn et al., 1990),
mutagénese (Nguyen-Legros et al, 1992), formagdo de N-nitrosaminas
carcinogénicas e na destruigio neuronal associada a toxicidade por excesso de
glutamato ligado a receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Snyder & Bredt, 1992;
Lipton et al, 1993).

A ;_}ﬁfiﬁcagﬁo da NADPH-diaforase efetuada por Hope e colaboradores em

1981, ‘imid;.} & crescente evidéncia que a NADPH-diaforase apresenta atividade de

NOS e cc_;;ifi_f}partilha suas propriedades (Hope e/ al, 1991; Simmons & Murphy,

1992; Mc;xf:en et al., 1993), assim como a subseqilente demonstracdo, baseada ﬁm




métodos histoquimicos e imuno-histoquimicos com anticorpos monoclonais,
efetuada por Dawson et al. (1991), de que a NADPH-diaforase ¢ a NOS possuem
idéntica distribui¢iio cerebral, evidenciaram, sem lugar a dividas, que as duas

enzimas eram uma so.

Em 1983 Scherer-Singler e colaboradores, baseados nos mecanismos de
6xido-redugdo, introduziram um novo método histoquimico para a visualizagdo dos
neurdnios marcados com NADPH-diaforase. Utilizando como cromogeno o corante
nitrobluetetrazolium (NTB), esse método permitiu, com uma unica reagdo
histoquimica, a obtengfio de uma visdo detalhada e nitida da estrutura e localizagdo
da NOS num material previamente fixado, num padrio anatomico similar ao
observavel com a técnica de Golgi (Pearse, 1985; Sandell, 1986; Kieman, 1990,
Snyder & Bredt, 1992).

As caracteristicas dessa técnica de marcagio neuronal sdo resultado das
propriedades do NBT como corante e aceptor idnico (Schmidt e al., 1992). Ele
incorpora elétrons que normalmente sio usados na oxidagdo da arginina para 6xido
nitrico, dando lugar a formago de um produto osmiofilico de coloragdo azulada, o
formazan, transformando-o em nitrobluetetrazolium-formazan (NBTF), estavel e
visivel & microscopia 6ptica ¢ eletronica (Kuonen et al, 1988; Snyder & Bredt,

1992; Lipton, 1993).

1.1.1 FORMACAO DE OXIDO NITRICO NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Esngiios feitos com isotopos radiativos no cérebro de mamiferos (Stuehr et al,

1991; Tayeh & Marletta, 1989; Hibbs er al, 1989). determinaram que o NO &

sintetizado a partir da hidroxilagdo do nitrogénio presente num dos terminais Bpe




guanidino nitrogenados da L-arginina (Schmidt ef al., 1988a; Schmidt er al., 1988b;
Venturini et al, 1991), seguido da oxidagio especifica desse nitrogénio. Ambas
reagOes sdo catalisadas por uma enzima solavel, NADPH, Ca®"/Calmodulina-
dependente, estimulada pela ativago dos receptores de glutamato do tipo NMDA
(Marletta er al., 1988; Knowles et al., 1989; Palmer & Moncada, 1989; Bredt &
Snyder, 1990; Moncada, Palmer & Higgs, 1991): a 6xido nitrico sintetase (NOS),
que induz a formagdo de NO e L-citrulina, com a posterior transformagdo do NO,
caso ele reagir em solugdo aquosa oxigenada, em NO’, e NO7;, agentes oxidantes
altamente reativos, capazes de causar danos teciduais e/ou proteicos, a nivel das
proteinas de membrana e/ou acidos nucleicos, respectivémente (Garthwaite &

Balézs, 1978; Garthwaite er al.,, 1988; Okada, 1992).

A sua indugfo, e posterior liberag@o, podem ser inibidas pela NCmonometil-
L-arginina, Fe*', hemoglobina (& qual se liga avidamente) (Gibson & Roughton.,
1957, Martin er al., 1986), azul de metileno (Martin et al, 1985), dithiothreitol,
hidroquinona (Griffith er a/, 1984) e outros compostos 6xido-redutores (redox)
(Palmer ef al., 1987; Hutchinson et al., 1987; Radomsky er al., 1987a; 1987b); ¢
potencializadas pelas enzimas superdéxido-dismutase (SOD) (Gryglewski et al.,
1986a; Rubanyi ef al.,, 1986) e citocromo oxidase P-450 (citocromo C) (Moncada et

al., 1986), ambas inibidoras dos &nions superédxido (O,).

O NO formado é quimicamente idéntico com o “fator ativador da guanidil
ciclase” (GAF) (Bredt & Snyder, 1989; Knowles ef al., 1989; Kwon et al., 1989,
Schmidt er al, 1989a; 1989b; Schmidt ef al., 1992) o qual, ao ligar-se ao ferro do
anel porfirinico da guanilato ciclase solfivel, produz deslocamento desse elemento,
dando lugar a uma evidente mudan¢a conformacional na molécula enzimatica
(Vincent & Hope, 1992), com a subseqiiente ativagio da forma solivel da guanilato
ciclase, GTP fosforilase-liase ciclica (Knowles et al., 1989; Schmidt et al, 1992),
enzima in&%ﬁt@ra do GMPc, nitrovasodilatador endégeno (Tayeh & Marletta, 1989).




Este mecanismo de formagfio de NO através da via L-arginina/NOS ¢ considerado
como um meio de transducfio para a estimulagdo do GMPc, fator que determina as

caracteristicas das suas fungdes (East & Garthwaite, 1990,1991).

1.1.2 FUNCOES DO OXIDO NITRICO NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

As fungdes do NO incluem tanto os mecanismos que envolvem potenciagdo
de longa duragdo (“long-term potentiation”, LTP) (Garthwaite, 1991; Vincent &
Hope, 1992; Schuman & Madison, 1994), ao serem funcionalmente ativados no
hipocampo (regido CA1) pelo sistema glutamato-NMDA préviamente descrito, e que
sio dependentes da duragio e freqiiéncia de um estimulo repetitivo (Bashir &
Collingridge, 1992). Este é um conhecido mecanismo na produgdo da base celular
para a aprendizagem. A estimulacdo conjunta de fibras trepadeiras e paralelas
promovem a depressdo de longa duragfo (“long-term depression”, LTD) das células
de Purkinje para as fibras paralelas (Ito, 1989), que tem sido descrita como base

celular para a aprendizagem motora, e que parece também ter a participagio do NO.

Ha evidéncias recentes que o sistema de éOxido nitrico/GMPc pode estar
envolvido no refinamento dos circuitos neurais (sinaptogénese) durante o periodo
embrionario (Mitrofanis, 1989; Bohme ef al,., 1991; Ma et al., 1991; Schuman &
Madison, 1994; Shibuki & Okada, 1991; Friendlander et al., 1992).

E){periéncias bioquimicas e imuno-histoquimicas revelam que certos
neurdnios ;%_apazes de liberar NO e prostaciclinas apresentam um efeito citoprotetor,
talvez deﬁdo a sua capacidade de produzir um aumento no nivel da atividade
metabéiicé}jgie certos grupos celulares (Radomski et al, 1988a; 1988b). A presénca

de NO - parece estar, em algumas circunstincias, ligada aos processos de




neurotoxicidade e dano neuronal associados a transtornos vasculares (Zarahn et al.,
1992; Nagafuji e al., 1992; Lipton et al., 1993) e liberagdo excessiva de glutamato
(Snyder & Bredt, 1992), como no caso da hemorragia subaracnoidea (Fisher ef al,

1981).

Os fendmenos descritos podem ser mantidos ou intensificados mediante a
adi¢fio, aos meios de cultura, de agonistas da L-arginina, tais como nitroprussiato; e
consideravelmente diminuidos por certos antagonistas, como nitroarginina, N°-
monometil-L-arginina (L-NMMA), L-nitroarginina (Nowicky ef al, 1991), Fe’” ou
hemoglobina, evidenciando-se niio s6 o papel critico do NO na manuten¢do do tono
vascular e integridade celular a nivel cerebral, mas a sua participagio nos processos

de neurotoxicidade através do glutamato.

1.2 A OXIDO NITRICO SINTETASE: ESTRUTURA E FUNCAO

Numa tentativa de elucidar as fungdes do NO no cérebro, a NOS de
camundongos, ratos, bovinos e porcos foi submetida a clonagem molecular, estudos
imunolégicos e protocolos de DNA recombinante. Essas pesquisas concluiram que a
NOS ¢é um dimero, que apresenta uma série de isoformas, todas citosolicas, soluveis
e dependentes da- NADPH e O, como substratos para todas as reagdes nas quais ela
intervém, que estdo enquadradas em duas categorias (Schmidt ef al., 1992; Vorherr

et al., 1993; Marletta, 1993):

a) Forma constitutiva, cuja indugdo ¢ regulada pelo sistema
Ca’/Calmodulina, e inalterada pelos corticosterdides, dividida, segundo sua

iocalizac;éi’}:;__'--em NOS-I, exclusivamente neural (Bredt & Snyder, 1990), e NOS-I1I,

nas célulzﬁs{f_éendoteliais (Knowles et al., 1989; Mayer et al., 1988; Harald et al., .




1992; Marletta, 1993), pulmio (Mayer ef al., 1992), glandulas adrenais (Palacios et
al., 1989), plaquetas e neutréfilos (Radomski er al., 1990c);

b) Forma indutivel, dependente das citocinas, nfo regulada pods-
transcripcionalmente pelo sistema Ca*"/Calmodulina, e inibida pelos corticosterdides
(Forstermann et al, 1991), a NOS-II, liberada em nanomoles por longos periodos de
tempo, presente nos macrofagos (Stuehr ef al., 1987; Marletta et al., 1988; Kwon et
al., 1989, 1990; McCall er al, 1991a; McCall et al, 1991b; Tayeh & Marletta,
1989), células de Kupffer (Billiar et al., 1989), hepatdcitos (Curran ef al, 1989) e

células do masculo liso (Busse ef o/, 1995).

A NOS neural tipo 1, objeto do presente trabalho, apresenta, na sua estrutura
molecular, segmentos (“motifs”) especificos com alta afinidade de ligagdo (1
mol/dimero) para nicotina-adenina-dinucleotideo (NADPH), flavina-adenina-
dinucleotideo (FAD), flavina-mononucleotideo (FMN) e (6R)-tetrahidro-L-
biopterina (H4B), esta Gltima capaz de ser reciclada as expensas da NADPH durante
a sintese de NO (Mayer et al., 1991). Todos eles sfo co-fatores do sistema
Ca”’/Calmodulina, regulador in vivo e in vitro da indugio do dxido nitrico neuronal
(Bredt & Snyder, 1990; Forstermann et al., 1991), e encarregados, também, da
transferéncia de elétrons durante as reagdes quimicas que t€ém lugar para sua

producio.

Um achado notavel foi que a enzima citocromo P-450 redutase (citocromo C)
compartilha com a NOS, quimicamente considerada uma flavoproteina (Mayer et
al., 1991) ;iéo possuidora de ferro heme (Bredt er al, 1991; Mayer et al, 1992;
Marletta, 1993) os lugares de reconhecimento de trés desses co-fatores (Snyder &

Bredt, 19§¥2) NADPH, FAD ¢ FMN. Em histoquimica, a citocromo oxidase é. |

utilizada como catalisadora da reagfio em que a citocromo P-450 redutase transfere =

0s eiétroti%? ao oxigénio (Green & Wu, 1985; Kierman, 1991). Ressaite-&é;.-}_.f:'_i:




entretanto, que a NOS possui lugares de 1iga§§o inexistentes na molécula de
citocromo C, tais como aquele destinado & calmodulina (Snyder & Bredt, 1992;
Vorherr et al.,, 1993) e fosforiiégéo (adi¢@o de grupos fosfato a proteinas por uma
familia de enzimas relacionadas as proteino-quinases) (Hosey & Lazdunski, 1988;
Kandel, 1991).

O mecanismo fisioldgico envolvido na produgéo, difusio e utilizagdo do NO
dentro da neurdpila tem inicio na liberagio pré-sinaptica do neutrotransmissor
excitatorio glutamato, o qual se liga ao receptor tipo NMDA da membrana neural
pos-sinaptica, fazendo com que ele mude sua configuragdo espacial, aumentando,
desta maneira, a sua afinidade ao ion calcio. Este, por um mecanismo competitivo,
tira o magnésio previamente fixado ao receptor em estado de repouso (“resting
state”) (Hosey & Lazdunski, 1988; Caspar Rilegg, 1992; Kandel, 1991) invertendo a
sua polaridade e ativando-o, produzindo um incremento na concentragéo intracelular
de Ca® livre (Garthwaite, 1991; Schmidt et al., 1992), seja por influxo direto desse
ion através dos canais idnicos receptores de glutamato tipo NMDA (Hosey &
Lazdunski, 1988; Knowles ef al., 1989; Caspar Riiegg, 1992; Ben-Ari et al., 1992),
ou por agio de um segundo mensageiro produzido pela ativagio da proteina G,
ligada a um receptor Ca* -especifico da membrana neuronal pos-sinaptica, que, a0
ser estimulada, vai promover a ativagio da enzima fosfolipase C, necessiria para

producio do inositol 1,4,5-trifosfato (1P3).

O IP;, por sua vez, provoca a saida dos fons caicio dos seus depositos
intracelulares, ao interagir com receptores especificos localizados nas suas
membranasjg(Bashir & Collingridge, 1992; Caspar Riiegg, 1992; Ben-Ari et al,
1992), nﬁé*_éendo necesséria, para o efeito, a despolarizagdo das mesmas (Somlyo et

al, 198 i_;j":Kandel, 1991), e aumentando significativamente a concentragdo

intracelular de célcio (até aproximadamente 400 mM) (Olsen et al, 1976). E




interessante o fato de a guanidil ciclase ser inibida em concentragdes fisiologicas de

calcio intracelular (aproximadamente 80 nM) (Ashley et af., 1989).

No interior celular, o Ca®" livre se liga a calmodulina da NOS, formando um
complexo capaz de ativar a NOS para produzir a oxidagdo da L-arginina a éxido

nitrico e L- citrulina (Knowles et al., 1989; Gathwaite, 1991; Schimdt et al., 1992).

1.2.1 NOS: LOCALIZACAO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A NOS tém sido localizada imuno-histoquimicamente no cérebro no
hipocampo dorsal e ventral, septo, amigdala, cortex entorrinal (Kuoen et al., 198§;
Kinjo et al, 1989; Vincent & Kimura, 1992), nuacleo latero-dorsal tegmental,
pedanculopontino e outras areas (Vincent & Hope, 1992; Geula et al., 1993). Em
aves e lugares correlatos de mamiferos (Snyder & Bredt, 1992), aparece no
telencéfalo, particularmente no neoestriado, paleostriado, tubérculo olfatério, lobo
paraolfatério, hiperestriado ventral e acessério (Briining, 1993). Mais caudalmente,
no cérebro de pombos, neurbénios com diferentes intensidades de marcagldo se
localizam na 4rea hipotaldmica lateral, nucleo mamilar lateral, 4rea tegmental

ventral, e nicleo espiriforme medial (Briining. 1993).

No cortex cerebral, e no estriado em ratos, macacos e seres humanos, a
atividade de NADPH-diaforase tem sido associada a neurdnios que contém
somatostatina e neuropeptideo Y (Kuonen et al, 1988; Coberoft et al, 1989),
acreditando-se que esta enzima esteja associada a um ou VArios neurotransmissores.
Tém sido é?pservada, por exemplo, forte evidéncia que a NOS, através da formagéo

de NO, ée{é#mpenha um papel fundamental no controle da liberagdo de dopamina no

estriado ééi-'-':rate (Graybier et al., 1984; Zhu & Luo, 1992). Na formagao reticuia.xj__[ :_. .

pontina df;}ffziilesmo animal, entretanto, neurdnios NADPH-diaforase positivos contém _' -




colina-acetil-transferase, substincia P, bombesina e fator libertador de corticotropina
(Cobcroft et al., 1989) o que fala a favor da relagio dessa enzima com mais de um

neurotransnissor.

Diversos estudos demonstram que a via L-arginina/NO esta presente na retina
de aves e mamiferos. Esse ¢ o caso da retina de bovinos, em que a atividade da NOS
estd4, ao menos parcialmente, contida nos segmentos externos dos fotorreceptores,
onde esta via intervém de maneira direta na fototransducgdo, atuando sobre a
guanilato ciclase, estimulando-a (Venturini et al., 1991). Parece ainda que a NOS
exerce importante papel na relagio do sistema visual de camundongos, no coliculo
superior, com o sistema auditivo, no que faz referéncia a integragfio visual-motora

(Wallace & Fredens, 1989).

Outras observagdes feitas em mamiferos confirmam ndo sé a distribuigéo de
NADPH-diaforase na retina, particularmente na camada nuclear interna, em células
amacrinas {Sandell, 1985; Sagar, 1986; Vaney & Young, 1988; Mitrofanis et al.,
1992), ganglionares (Wiissle et al., 1987; Yamamoto et al., 1993), como também sua
relagdo com outros neurotransmissores. A NADPH-diaphorase co-localiza com
acido gama-amino-butirico (GABA) em células amacrinas das retinas de rato e gato
(Cobceroft et al., 1989), com substancia P em células ganglionares da retina de aves e
mamiferos (Bredt e7 al., 1990), ou neuropeptideo Y no estriado de gatos e niicleo
acumbens e regides ventromediais do caudado e putamen de mamiferos em geral
(Kowall er al., 1987), compartimentos histoquimicos caracterizados por possuir um
alto contetdo de acetilcolinesterase (AChE) (Graybiel e al., 1981; Graybiel, 1983;
Vincent ef al., 1983a; 1983b; 1983c). |

A cé%iocalizagio dos neurotransmissores e neuropeptideos com a NOS, assim

como a ix@t};;i'essante estrutura molecular desta enzima, cujos segmentos de ligagdo

s, concordam plenamente com a sua caracteristica de Ca’/Calmodulina- = =




dependente, despertou o nosso interesse na provavel interacdo dos diferentes
sisternas tamponantes de céalcio, através das proteinas ligantes de calcio (CaBPs) e a

NOS, além de sua transcendéncia na fisiologia neuronal.

1.3 PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO

As CaBPs, como o NO, tém sido objeto de um grande estudo, devido a sua
capacidade reguladora das maltiplas fungdes do ion calcio. Elas tem se mostrado,
pela sua elevada solubilidade no citosol neuronal e os seus processos, excelentes
marcadores para uma variedade de estudos anatomo-funcionais no cérebro, através
da utilizagdo de anticorpos especificos, assim como tamponantes, transportadoras de
calcio e reguladoras de varios sistemas enzimaticos {Baimbridge ef al, 1992),
desempenhando, portanto, um importante papel protetor em diversas populagdes
neuronais (Heizmann & Braun, 1992; Baimbridge ef al., 1992).

O calcio € caracterizado por possuir menor densidade de carga e energia de
hidratagdo em relagdo a outros ions de carga e peso molecular similares (Williams,
1992; Kandel, 1991), o que facilita seu movimento através dos seus segmentos
especificos de ligagho protéicos e faz desse elemento Otimo para cumprir suas
fungdes de mensageiro intracelular (Caspar Ritegg, 1992). Estas fungdes incluem
desde a motilidade e secrecdo celular, até a modulagdo da sintese de DNA (Branden
& Tooze, 1991; Caspar Rilegg, 1992). Nas células do sistema nervoso, fons calcio
ativam e regulam um grande niimero de processos, incluindo o transporte axonal
rapido de substancias, sintese e liberagio de certos neurotransmissores, €
excitabiiidgiﬁe das membranas. E de interesse ressaltar que os fons célcio, atuando na
regifio hip(ﬁgampal CA1, parecem ser capazes de colaborar, como o prépric NO, na
mdugio éa potenciagdo de longa duragdo, além de outros mecanismos de
armazenm;énto da memoéria (Heizman & Braun, 1992).

O fa:io demonstrado mediante técnicas imuno-histoquimicas, que uma

alteragdo 1:1& expressdo das CaBPs, vem acompanhada de profundas alteragdes na

2.




homeostasia dos ions calcio no interior dos neurdnios, influindo, como o NO, em
uma série de estados patologicos (lacopino & Christakos, 1990, Heizmann & Braun,
1992; Geula ef al., 1993), justificam o interesse gerado no estudo dessas proteinas,
como reguladoras de varios sistemas enzimaticos no cérebro.

As CaBPs pertencem, em sua grande maioria, ¢ dada a sua estrutura
molecular, a familia das “EF-hand” (Branden & Tooze, 1991; Palmiter & Zubay,
1993), capazes de ligar ions calcio seletivamente e com alta afinidade. Estas,
segundo as suas fun¢des, tém sido classificadas em dois grupos: as proteinas
disparadoras (“trigger”), e as CaBPs tamponantes (“buffer”) (Putney Jr, 1990;
Baimbridge ef al., 1992).

As proteinas disparadoras sdo aquelas que, ao ligar-se ao célcio, produzem
um complexo ativo, dando lugar a uma altera¢iio na sua estrutura molecular, capaz
de modular a atividade de varias enzimas e canais idnicos (Branden & Tooze, 1991;
Putney Jr, 1990; Caspar Rilegg, 1992; Baimbridge & Rogers, 1992). Dentre elas, a
mais representativa no sistema nervoso central, a calmodulina, modulador célcio-
dependente das proteino-quinases, (Baimbridge & Rogers, 1992) é capaz também de
ativar as enzimas NOS I e III (Bredt & Snyder, 1990; Bredt et al., 1991), as quais
exibem um segmento (“motif”) de ligagdo especifico para ela (Branden & Tooze,
1991; Vorherr et al., 1993; Baimbridge ef al., 1992).

As outras proteinas ligantes de calcio, como parvalbumina, calbindina e
calretinina, sio as proteinas tamponantes, cujo papel ¢ manter as concentragdes
intracelulares de calcio em equilibrio, evitando desta maneira a neurotoxicidade
produzida pelo excesso de ions calcio dentro da célula, confirmando sua fungfo de
neuroprotei.éras.

Antiéorpos contra essas proteinas tem-se mostrado valiosos marcadores de
diversas sgb:-populagées neuronais para estudos anatdmico-fisiologicos em modelos

expeﬁme;;ﬁé;js de diferentes animais durante e apds o periodo de desenvolvimento
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(Hosey & Landunzki, 1988; Blankenfeld e/ al, 1992; Baimbridge ef al., 1992;
Heizmann & Braun, 1992).

O fato de essas proteinas terem sido encontradas em proporgéo significativa
na retina e outras estruturas visuais do sistema nervoso central reforgam a idéia da
sua relevancia na organizacio dos sistemas sensoriais (Celio, 1990; Baimbridge e?

al., 1992; Andressen ef al., 1993).

1.3.1 DISTRIBUICAO DAS PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO
NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL.

O mais completo mapeamento das proteinas ligantes de calcio parvalbumina,
calbindina e calretinina foi realizado em ratos (Celio, 1990; Baimbridge ef al.,
1992). Elas foram detectadas em diferentes grupos neuronais, apresentanto uma co-
localizagdio parcial. Apesar de a distribui¢do das CaBPs apresentar ligeira variagdo
nas diferentes espécies, aspectos fundamentais da sua distribuigdo tem-se mantido,
especialmente em vertebrados (Pasteels er al., 1990).

Na retina, calbindina e parvalbumina tém sido associadas com o
neurotransmissor inibitorio GABA (Celio, 1990) cada uma em populagdes
especificas no sistema visual. Assim, em pombos, ha ocorréncia de GABA ¢
calbindina no cértex visual (DeFelipe ef al., 1989b; Van Brederode et al., 1990) e no
coliculo superior (Mize ef al., 1991), co-localizando-se parcialmente a distribuicio
de neuréﬁios GABA-positivos com os neurdnios parvalbumina e calbindina
positivos (Qomenici etal., 1988).

No -Evzfaso dos mamiferos, o coliculo superior de gatos e ratos apresenta trés
camadas §§ntendo células calbindina-positivas ¢ uma densa banda de células

parvalbumina-positivas na camada superficial cinzenta e na parte superior da camada

optica (Cgho 1990: Mize et al., 1991). No coliculo superior de gatos, o padrdo de -

distribuiggéj; de calbindina e parvalbumina em neurdnios imuno-reativos pa.;‘aj}j -

anticorpc;é_éfzfsontra calbindina e parvalbumina é quase complementar (Mize et al,




1991, Mize & Luo, 1992 Tigges & Tigges. 1991, 1993; Britto ef al., 1994),
atingindo também a neurépila (Celio, 1990; Mize et al., 1991, 1992a).

Na retina de mamiferos, tanto células améacrinas como células da camada
ganglionar (consideradas células amacrinas deslocadas) apresentam parvalbumina
(e.g., Hamano et al, 1990), mas em retina de rato ao menos parte das células
marcadas por parvalbumina foram identificadas como células ganglionares (Sanna et
al., 1990). |

No que faz referéncia a distribuig¢@o de calbindina na retina, ela esta em maior
namero nas células horizontais de espécies cuja retina contém maior quantidade de
bastonetes e ndo naquelas com dominancia de cones (Hamano et al., 1990; Pasteels
et al., 1990; Pochet et al., 1991). Além disso, fotorreceptores contendo calbindina
representam uma sob-populacdo de cones, no campo amarelo da retina de pombos
(Pasteels ef al., 1987, 1990) e por toda a area central da retina de gato (Pasteels ef
al., 1990; Rohrenbeck et al., 1987).

A distribuigdo de calretinina parece apresentar o mesmo padriio para as
espécies estudadas (Pasteels e al,, 1990). Em macacos, ratos, gatos, pombos €
pintos, células horizontais, amécrinas e ganglionares contendo calretinina foram
observadas.

Com o objetivo de verificar a alteracfo na expressio de proteinas ligantes de
célcio, como calbindina e parvalbumina, vérias pesquisas tém sido realizadas,
avaliando, por exemplo, o padrdo de imuno-reatividade a tais enzimas apds lesdo
retiniana ou enucleagio. Assim, em pombos, ha uma redugio muito grande da
imuno-reatividade tanto da calbindina como da parvalbumina na regido do tecto
optico apéss' lesdes retinianas, sugerindo a expressdo das proteinas ligantes de calcio
¢é dependeﬁt_e da integridade das vias da inervagdo vinda da retina (Brntto et al,

1994). A {iésaferentagéo retiniana em ratos que sobreviveram por um periodo de 7

dias aumei’ifa o niimero de células contendo calretinina e parece eliminar quase que .. =

completamente os processos marcados pelo anticorpo contra calretinina nas camadas o
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optica e superficial do coliculo superior de ratos (Arai e/ al, 1993). Essas
experiéncias demonstraram nfo so a importincia neuropatologica das CaBPs, mas
também a distribuigdo dos circuitos neuronais entre as diferentes espécies estudadas.

No cértex cerebral as CaBPs estdo distribuidas em um pequeno nimero de
neurdnios, entre elas as células apresentando calbindina D-28k em co-localizagio
com GABA, nas células em duplo-bouqué do cortex somato-sensorial de macaco
(DeFelipe & Jones 1989a; 1989b), ou nos neurbnios colinérgicos da regido basal do
cortex frontal de primatas, e nos mucleos pedundulo-pontino e tegmental latero-
dorsal de ratos, macacos e seres humanos (Geula er al., 1990), além de células
fracamente marcadas para essa proteina, nas camadas ll e II}- das células piramidas.

A parvalbumina estd presente nas células corticais tipo candelabro e cesto
(DeFelipe et al, 1989; Nitsch et al, 1990, Ribak er al, 1990), enquanto a
calretinina esta presente nas células ndo-piramidais do hipocampo de rato (Acsady et
al., 1993), além das células bipolares e com dois tufos de neuritos (Baimbridge el
al., 1992).

A distribuiciio diferenciada das CaBPs, assim como as suas propriedades
moleculares, ddo lugar a hipotese de elas serem capazes de modular uma série de
propriedades de grupos particulares de células, no que faz referéncia as suas
propriedades metabolicas, refletidas pela atividade de citocromo oxidase, ou a sua
fun¢do na excitabilidade celular, alterando a duragio dos potenciais de agdo,
promovendo a iniciagio deles, ou protegendo as células do influxo excessivo de
calcio no seu interior. Isto ressalta a importancia do estudo da possivel interagdo da

NADPH-diéforase e as CaBPs para potencializar ou nfio esses processos celulares.




2. OBJETIVOS

Os protocolos experimentais foram efetuados com a finalidade de se

atingirem os seguintes objetivos:

a) Determinagio do padriio de imuno-reatividade para os anticorpos contra proteinas
ligantes de calcio (CaBPs), assim como de neuropeptideo Y no cérebro de

camundongos.

b) Determinagdio do padrio de atividade da NADPH-diaforase nos mesmos cortes

anteriormente descntos.

¢) Avaliagdo do grau de co-localizagio das marcagOes expressas em a. € b.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo 14 camundongos pigmentados da linhagem
C37BL/6J, de ambos os sexos, pesando aproximadamente 30 g, obtidos do Biotério
do Departamento de Imunologia, ICB/USP, os quais foram mantidos com é4gua e

alimentos ad libitum, e em ciclo claro-escuro de 14/10 horas.

3.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais (n =14) foram anestesiados com ketamine (5mg/100g de peso
corporal, i.m.) ¢ xilazina (1mg/100g de peso, i.m.), permitindo assim a realizagio da
toracotomia necessaria prévia a perfusfio. Uma vez realizado este procedimento, o
sangue foi heparinizado com injegdio de 5 Ul de heparina sédica (0,iml), no
ventriculo esquerdo, evitando a formacdo de codgulos. Em seguida, os animais
foram perfundidos por via trans-cardiaca com 150 ml de solugfo salina tamponada
(cloreto de sodio a 0,9% em tampdo fosfato (PB) 0,1M, pH 7,2-7,4), seguida de
paraformaldeido 4% (Sigma P-6148) em PB como fixador. Os encéfalos foram
imediatamente removidos da cavidade craniana e armazenados em solugdo de
sacarose 30% em PB, onde permaneceram por um periodo minimo de 24 horas a
4°C, com a finalidade de reduzir os danos resultantes do congelamento, e
propiciando adequada secgio e posterior marcagao.

Findo o periodo de crioproteg@o, os cérebros foram congelados e seccionados
a intervaiéé de 30 um em microtomo deslizante de congelagdo (Leitz 1208), no

plano estereotaxico coronal (frontal).

Os_._f_f..cortes de todas as estruturas cerebrais foram recolhidos em PB,

distribuidéé. sequencialmente em 6 compartimentos iguais e mantidos a 4°C, até - -
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serem submetidos (apds prévia lavagem a temperatura ambiente por 30 minutos com

PB) a processos imuno e/ou histoquimicos.
3.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

3.3.1 ANTICORPO PRIMARIO

Os cortes ja lavados foram transferidos para diferentes solugdes de anticorpos
primarios monoclonais contra as proteinas ligantes de célcio (CaBPs)calretinina
(CalR}. calbindina (Calb), parvalbumina (PV), assim como contra Neuropeptideo Y
(NPY). Esses anticorpos foram diluidos em Triton-X-100 a 0,3% em tampéo fosfato

0,1 M, nas seguintes diluigdes:

TABELA #1
ANTICORPO | ORIGEM DILUICAQ | DILUICAO
FPARA INICIAL FINAL
(estoque)
PROTEINAS
1IGANTES DE
Ca**
Calretinina {CalR) | camundongo 1:10 1:5.000
Calbindina D-28k | camundongo 1:10 1:10.000
(Calb)
Parvalbumina camundongo 1:10 1:10.000
~1(PV)
IPEPTIDEOS
~§Neuropeptideo Y coetho 1:10 1:1.000
: :(NPY)

F oram obtidos resultados consistentes com diluigSes comprendidas entre

10.000 para as proteinas ligantes de calcio, e 1:2.000 para o NPY,_:';. '

corresponé%izdo a seguinte solugdo final:

oo




TABELA #2

ANTICORPO VOLUME () NGS' (n)) PB/Triton (ul)
CaBPs

CalR 2 50 048

Calb 1 50 949

PV 1 30 049
PEPTIDEOS

NPY 10 50 940

''Soro normal de cabra (Vector S-1000)

A incubagiio com o anticorpo primario foi de 12-16 horas a temperatura
ambiente, ap6s a qual os cortes foram lavados novamente em tampéo fosfato 0,1M
pH 7.4 e submetidos a processos imuno-histoquimicos segundo o método de

fluorescéncia, ou do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC; HSU et al., 1981).

3.3.2 ANTICORPO SECUNDARIO
METODO DE IMUNO-FLUORESCENCIA

Para esses experimentos, 0s cortes que reagiram aos anticorpos primarios
contra CaBPs foram incubados por duas horas & temperatura ambiente em solugdo
contendo anticorpo secundario anti-IgG da espécie animal em que foi feito o
anticorpo primario (dilui¢do 1:50 em PB 0,1M com 0,3% Triton-X-100), o qual,
para adqxéx_izir a sua caracteristica fluorescente, foi marcado com tetrametil

isoti(}(:ian:a;i_g}E de rodamina (RITC).

O éfziticorpo secunddrio, para todos os trés reagentes, teve uma concentrago

final de 1 59 (20 ul, diluidos em 980 wl de PB 0,1M com 0,3% Triton-X-100). g

Segum-seﬁ-lavagem dos cortes (3 vezes de 10 minutos cada), em solugdo de PBT':';
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0,1M, pH 7.4, e montagem em laminas com laminulas aplicadas sobre os cortes

tendo como meio uma soluglio de glicerol em tampao carbonato 0,1M (1:9).

O material fluorescente assim obtido foi examinado com microscopio Leitz
para epifluorescéncia e fotografado com filme Kodak ou Fuji colorido, de 35 mm
(400 ASA). Para as fotografias em preto e branco o filme foi Technical Pan (Kodak),
exposto a 800 ASA. Um filtro Nikon apropriado para a observagdo de RITC (B,

excitagio em 470-490 nm; barreira em 520 nm) foi utilizado.

METODO DE IMUNQ-PEROXIDASE: COMPLEXO AVIDINA-
BIOTINA-PEROXIDASE (ABC)

Para serem submetidos a esse procedimento, os cortes marcados com
anticorpo primério contra as CaBPs ¢ Neuropeptideo Y foram lavados durante 30
minutos em tampdo fosfato (3 vezes de 10 minutos cada) para, a seguir, serem
transferidos para uma outra solugdo, contendo anticorpo biotinilado anti-IgG
(anticorpo secundério), em diluicdo 1:200 em Triton-X-100 a 0,3% em PB 0,1M,
correspondente a 5 pl de reagente com 995 pl de PBS, e incubados por uma hora ¢
meia a temperatura ambiente.

A seguir, foram lavados 3 vezes por 10 minutos cada, em tampdo fosfato
0,1M e incubados durante uma hora a temperatura ambiente, com o complexo
avidina-peroxidase (ABC Elite), preparado com 30 minutos de antecedéncia, para

uma diluigfo 1:100, seguindo o seguinte protocolo:

ABC (Eliféj:l() pl reagente “A”
=+ 10 ul reagente “B”
980 ul Triton -X-100 0,4% com NaCl

Fmdc& este periodo, e apos lavagem dos cortes durante 30 minutos (3 x If} :

minutos) em PB 0,1 M, procedeu-se a realizagdo de coloragdo.




Reacdao de Diaminobenzidina fDAB)

O tecido assim tratado foi, por ultimo, colocado em uma solugdo de
diaminobenzidina 0,05% em tamp?o fosfato 0,1M, (25 pg DAB diluidos em 100 ml
0,1M PB) com 3 ml de H,O» a 3% (100 ml de perdxido de hidrogénio 30% em 10
ml de 4gua destilada), e incubado durante 2 a 3 minutos, sendo agitado
ocastonalmente.

Esses cortes ja corados foram lavados em PB 5 vezes por 10 minutos cada,
para serem submetidos, a seguir, ao processo de dupla marcagdo, isto €, a

histoquimica para NADPH-diaforase.

3.4 HISTOQUIMICA PARA NADPH-DIAFORASE

Sendo esta uma reago de oxido-redugdo, na qual a diaforase € a enzima que
cataliza a redugdo de seu substrato em presenga de uma coenzima, neste caso da
NADP, que também ¢ reduzida, sua histoquimica visa a localizar os lugares de
reoxidacfo desta coenzima, fato que manifesta-se pela cor azul-escura que eles
adotam, devido a uma deposigdo de formazan, produto dessa re-oxidagfo. Para a

reacdo sdo preparadas duas solugdes basicas:
Solucdo A: 300 mg de acido malico (Sigma M-0875)
50 ml de tampdo tris 0,1M, pH ndo comrigido
Corrigir o pH para 8,0 com NaOH 5,0

Solucdo B: 15 mg de Nitrobluetetrazolium, NTB (Sigma N-6876)
- 0,5 ml Dimetilsulfoxide, DMSO (Sigma D-5879)

' O 4cido maiwafaz papel de substrato nessa reagfio, que para se realizar precisa ter o pH ajustado em 8.0.

! O NTB, a::egmr artificial de hidrogénio, é responsavel pela formacdo irreversivel de formazan. O DMSQ € um
solvente orginico que ndo & substraio para desidrogenases. :




As solugdes A e B eram misturadas ¢ se acrescentaram 19 mg de cloreto de
magnésio {(MnCly. 4HOH; Sigma M-3634) como cofator que, alias, previne a
ruptura das mitocondrias durante a incubagéo, 50 mg B-NADP (Sigma N-505), e por
altimo 250 ml de Triton X-100 (Sigma X-100).

Os cortes lavados foram submergidos nesta solugdio em cubas de plastico e

agitados a temperatura controlada (37 ©C) em estufa, com controle no microscopio a
cada 15 minutos, até os detalhes morfolégicos serem perfetamente visiveis,

momento que a rea¢do era interrompida em solugdo de tampdo tris 0,1M, pH 8,0'.

Os cortes assim corados e ja marcados foram colocados em cubas com

tampao fosfato 0,1 M, e levados a geladeira a 40(3, até os cortes, contendo as regides
anatémicas especificas que seriio analisadas, serem montados, segundo a sua
localizagfio anatdomica, em laminas de vidro, e secados a temperatura ambiente em
lugar seco e escuro por 48 horas. Findo este periodo de tempo, foram submetidos
aos processos de osmificagio e desidratagiio, com a finalidade tanto de aumentar a
intensidade da marcacdo imuno-histoquimica, como de facilitar a montagem das

laminulas para sua posterior observacéo.

3.5 OSMIFICACAO E DESIDRATACAO
3.5.1 Osmificacdo

Efe@ada para intensificar a coloragio dos cortes, foi feita mediante imersao
das Iammas préviamente colocadas na grade apropriada (Lab-Tek), segundo o©

seguinte esquema:

! E necessario ressaltar que a soluglo, por ser fotossensivel por causa do NTB, foi feita imediatamente antes de ser.
utilizada, garantindo assim o éxito do experimento. B




Agua destilada: 5 min.,
0,05% Tetroxido de ésmio: 15 - 20 s,

Agua destilada: 2 - 5 min.

3.5.2 Desidratagdo

Imediatamente apds a osmificagdo, se procedeu a desidratagdo dos cortes,

seguindo, sequencialmente, o protocolo abaixo descrito:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

80% alcool (EtOH) : 2 -3 min,,
90% alcool (EtOH): 2 - 3 min,,
160% EtOH (1) : 2-3 min,

100% EtOH (II) : 2 -3 min,
Hemo-de (I) 5 min,
Hemo-de  (II) 5 min.

O material processado com esse método foi montado num meio resinoso

(Permount_}?isendo observado em microscopia de campo claro com lentes objetivas
de 5X, 10X e 40X, e posteriormente fotografado com filme Technical Pan (Kodak),
ASA 100(}11 Kodak/Fuji (ASA 100) para copias a cores, usando as objetivas PL
fluotar 10X, 25X ou 40X.

produto

Laborator_; Iowa (USA). A heparina s6dica da Roche, Alemanha.

3.6 REAGENTES

Do éjedativos usados para anestesia dos animais, o ketamine (Ketalar) foi

{.?;Aveco Co. Inc, lowa (USA), entretanto a xilazina era de Lloyd
0




paraformaldeido 4%, anticorpos primarios contra as proteinas ligantes de célcio
calmodulina, calbindina e parvalbumina, assim como os reagentes para a
histoquimica para NADPH-diaforase: 4cido malico, Tris-HCI, nitrobluetetrazolium
(NTB), dimetilsulfoxide (DMSO), cloreto de magnésio tetrahidratado, B-NADP,
Triton-X-100, diaminobenzidina (DAB) e tetroxido de ¢smio, foram todos da Sigma
Chemical Company, St. Louis (USA). O anticorpo anti-neuropeptideo Y da
Amershan, Buckinghamshire (UK), e aquele da calretinina da Chemicon. Os
anticorpos biotinilados anti-IgG para todas as reagdes imunohistoquimicas vieram da
Jackson Immunoresearch Laboratories (USA). O kit para reagdo de ABC (Vectastain
Elite ABC kit), e o soro normal de cabra (NGS), dos laboratérios Vector (Vector
Laboratories. Burlingame, USA). Os anticorpos marcados com rodamina foram da

Jackson Labs., € o Hemo-de da Fischer Scientific, Pittsburg, (USA).

3.6.1 CARATERISTICAS DOS ANTICORPOS

Todos os anticorpos utilizados tém sido extensamente caraterizados ¢ tém
sido demonstrado que eles reconhecem seus antigenos com elevado nivel de
especificidade. Isto tem sido confirmado por radioimunoensaio e controles de
absorcéo (Celio ef al, 1985; German et al, 1985; Levey ef al, 1983). Além disso, 0s
anticorpos presentes neste estudo tém sido usados em procedimentos imuno-
histoquimicos com excelentes resultados (Mesulam et al, 1983; Mesulam ef dl,

1984; Mesulam ef al, 1988, Hamassaki & Britto, 1990; Britto et al, 1994).




4. RESULTADOS

4.1 CONSIDERACOES METODOLOGICAS

Muitas fibras e neurdnios no cérebro de camundongos foram especificamente
marcados com os métodos imuno e histoquimicos ja descritos, ndo sendo observadas
grandes diferencas na visualiza¢io das caracteristicas morfologicas nas células dos
cortes processados com cada técnica. As marcagdes tanto para NADPH-diaforase
como para CaBPs foram claras e de facil visualizagdo, em especial no que diz
respeito aos corpos celulares (pericario), e seus processos (dendritos). Foi possivel,
alias, a observacgédo de numerosos vasos sangiiineos diaforase-positivos os quais, por
ndo formarem parte dos objetivos propostos, ndo foram analisados. Essa marcagdo
do endotélio era esperada, em fungfo da conhecida presenga de NO na parede
vascular. A imuno-histoquimica das CaBPs, como a técnica da NADPH-diaforase,
produziram também detalhada marcagfo da neurdpila, que no caso da diaforase ¢
considerada um indice da atividade metabdlica neuronal, permitindo inclusive a
visualizacdo de caracteristicas tais como dire¢fio, sentido e comprimento destas
fibras.

O padrdo das caracteristicas anatomicas dos neurdnios marcados com essas
duas técnicés, relativamente simples de serem aplicadas, foi menos elaborado, mas
igualmente apropriado aos nossos objetivos do que aquele observado com a técnica
de Golgi (F;éarse, 1985), pela qual os neurdnios com seus dendritos, pericarios e
ax0nios séﬁj-:blaramente evidenciados en todos seus detalhes.

'}"aﬁm o método histoguimico quanto o imuno-histoquimico apresentaram, no

presente trabalho um alto nivel de sensibilidade no que faz referéncia as células

ye f":a determinado marcador, e uma alta seletividade no que faz referéncia &- fﬁi_

localizag#o anatdmica das mesmas. A rodamina, marcador usado na técnica de




imuno-fluorescéncia, foi de grande utilidade na determinagdo da presenga ou ndo de
co-localizagio.

Com respeito a metodologia, com a finalidade de eliminar eventuais
problemas na marcagéo histoquimica, com a subseqiiente dificuldade na visualizagéo
das células e/ou seus processos, foi necessario suprimir o processo de pos-fixagdo,
normalmente utilizado para immuno-histoquimica. Melhor qualidade de marcagéo
foi obtida realizando a técnica para NADPH-diaforase apds se efetuar a imuno-
peroxidase ou imuno-fluorescéncia.

Sendo que a barreira mais 6bvia para a penetragdo dos anticorpos sdo as
lipoproteinas das membranas plasmaticas, assim como a matriz do material intra e
extracelular, capaz de produzir ligagdes cruzadas com os anticorpos, especialmente
no caso da solugdo que os contem apresentar aldeidos na sua constituigdo quimica,
ou se a concentragdio proteica for insuficiente (Hsu er al, 1981, Kieman, 1990),
quantidades inadequadas do surfactante utilizado neste trabalho, Triton-X-100,
detergente que por emulsificar os componentes lipideos das membranas, da lugar ao
aparecimento de buracos através dos quais Os anticorpos passam com mais
facilidade, pode se constituir em importante fator determinante da qualidade das
marcagdes para as CaBPs.

O tempo necessario para atingir uma intensidade de cor adequada, para ser
apreciada nitidamente a co-marca¢do imuno e histoquimica, foi fator critico na
realizagio dos experimentos. O tratamento final com tetroxido de 6smio, que produz
uma reagéo de oxidagdo, com intensificagfio da coloragdo marrom dos neurénios e
fibras nos é{)rtes marcados com a técnica de ABC, assim como o controle do tempo
de mcubagie dos cortes marcados pela técnica histoquimica, visando a se obter a
melhor intéinsidade da coloragfio azul escura caracteristica, produto da deposigdo de

formazam nos tecidos, constituiram, portanto, passos fundamentais para o éxito das

experiéncias




4.2 DISTRIBUICAO DE NADPH-DIAFORASE E C(aBPs:
AUSENCIA DE CO-LOCALIZACAO

A presente analise se realizou a nivel de: a) cortex cerebral (Cx), b) niicleos
da base (caudado-putamen), ¢) vias visuais subcorticais, especificamente coliculo
superior (SC), niicleo geniculado lateral dorsal (GLd) e ventral (GLv), d) amigdala e
hipocampo, e} hipotalamo, f) bulbo olfatério e g) cerebelo.

Os termos diaforase-positivo, ja utilizado para a descrigio dessas células
(Franca, 1993), assim como CaBP-positivo foram adotados para a presente
descri¢dio. Neurdnios e processos fortemente marcados, como aqueles do bulbo
olfatério, foram diferenciados daqueles fracamente marcados, como os do GLv.
Neurdnios com intensidade de marcagdo intermediario entre estes dois extremos
foram designados moderadamente positivos.

A observagio inclui, além das diferengas da localizagdio e intensidade das
marcagdes, algumas das caracteristicas anatdmicas dos neurdnios, processos e fibras
(neurdpila) capazes de serem visualizadas com essas duas técnicas, elementos que
facilitaram a determinagio da sua localizagiio e/ou eventual co-localizagdo nos
grupos especificos de cada regido cerebral.

Devemos ressaltar que o objetivo principal deste trabalho foi o de caracterizar
a co-localizagiio de NADPH-diaphorase con as proteinas ligantes de célcio, e no sua
distribui¢fio nas regides acima mencionadas. Estas informagdes ja estdo amplamente
divulgadas na literatura pertinente. Dessa forma, deixamos de apresentar dados e
ilustragdes . referentes a distribuigéio global daquelas substincias, mas apenas
comentarezi_’;os brevemente sobre esse aspecto.

As §1gs 1-4 jlustram exemplos de marcagdes para CaBPs e NADPH-

diaforase zi;i;ﬁ cortex frontal do cérebro dos camundongos estudados.




s 1 Fotomicrografis de uma secclo frontal do cérebro de camundongo

%

s P H-disforase, iiusﬁ‘andoa marcagde celular. CPU = caudado-




F igura 2. Eommmmbraﬁa ée uma ﬂecgao fmma} d@ cérebro de @ammdengev

pmaessad@ para calbinding D-28k, ziastrande a marcacdo celular. C?L candado-

putamen. Essaia =18 pm.
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Figura 3. Fctomzcmgraﬁa d@ uma sec«gao fmmai do cerebw de cmzméong?o

processado para panaibamma ﬁustranéa a mamacao newronal nas células na@‘

piramidais do cortex. Co = cortex. Escala =18 gwm.
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Figura 4. Fotomicrografia de uma secgdo frontal do cérebro de camundongo
processado para calretining, ilustando a marcagdo neuronal em células ndo

pimmida‘is do cortex. Co = cortex. Escala =18 pm.



al Cortex |

Tazzto' nem’éﬁio«: é;a’f@mqewpesztwos qzzam:) Caﬁ?g«pmiﬁ%s féfam
dei&ctades no cortex des cérebros das cammds:agob test&ﬁ@s \feste nivel, escassas
células mamadas foram ewdemmdas nas diferentes regwes anammzcamm&e
diferenciadas: cortex frontal, parietal, tem;somi e oceipital. Entezzsa ¢ abundante
marcacio de ncumpﬂa foi observada, especialmente com a }ustoquzmua pam'
diaforase, dando como resultado um fino plexo de ﬁbras m%reiagadas cuja
| dismbﬁigﬁa se assemelha & imagem de uma “colméia” “hone ycomb’ ) e que vao se
tornando mais longas conforme adentram nas re egibes mais m’zemas

| @ fato caradem’zzcc na marca«gae do cértex foi a preqmga de semias

diafozasvposmvas de meéxa intensidade, nas camadas ceiuiare» mazs externas, aiem
de apresemarem se relativamente dzs;:aersas Neummos Calb e P’V«posmvos com
intensidade de marcagao similar & descrita para MNADPH-d tambem foram
visualizados. Todos eles foram de ?amanﬁze meéxa ézsmbmdos ¢ PEqUEnos grupos |

murcnms, Tocalizados pmncxpaimeme nas camadas e IH do cortex e com

“ morfoiaazag que lembram aquelas das celulas ndo pzramzdms (Fag 3 4) Neummos ,
C aiR-p@sﬁwos fomm identificados no cortex entorrinal ¢ prewpmforme (FI" 5}

Os experimentos de 3mun@~pumxzdase e imun&ﬁuoresc éncia evidenciaram a
ausdneia ade co—i@cahmwv dos newonms dmforasmgzosz ivos com ag ?e« marcadns '
para CalR, Caih e PV Se bem Que eles se apresemaram em reomes corticais
s1mﬁares m:s como. 0 cortex vzsuai DU somatwsemonai 5 mexismﬁcza de
superpomgaa dos p»fa»amos e ﬁbras neummis famimem. evzdmcsavezs com s
marcador ﬁugreacmte rodamina, éetennmo& d\, mamm dcﬁﬂmw, a auséncia de

904«"3@&312&@@0 neste mvel‘ (Figs. 5.6, /}




- ?;gma 5 C{me frontal do c&re’mo de camundqmgo A‘; Fowmmofomjaﬁa de uma'

seo cio pwcessada para NAQPH»dmfomse demonstrar*do a mzm,ag:ao celular (cabega
de seta). B) §30tozmczosmm da mesma sscgax) pmcessada para calretinina pe}a -
técmica de zmmo»ﬁuorescenﬁza ﬁus{rmdo a auséncia de co-localizacéo. As setas

indicam neummos Ca§R~pesxtwes D astensco mosua a presenga da urm vase

sangiines, CPP = cortex pre-piriforme. Escala = ?.;5 pm.




'anma 6. Ceﬁfs frontal d@ cér e%:«m de camméongo A} Fmomicmoraﬁa de uma',
secgao proaessada para N%?H@zafems@ demonsﬁaﬂdo a mafcagao ceiuiar {cabeza |
de seta} B) Fotomict o’fotoazaﬁa da mesma secgo processada para caibméma - 23& |
pela técnica de imunomﬁuefescemm ﬁustrando a auséneia de co«iocahzagao Co= |

caﬁex eerebra’i CC = 001p0 cai«:sse ES&;&E& 50 ym,




Fzg:um 7 Com fwmai do cerebm dp camundonvo A) Fotonucrowraﬁa de uma'

secodo prmessada para NADF& ézaforase damonsﬁaﬁdn 2 mar cac;ao ceiaiar (cabeza'
de seta} B Fowmwmgraﬁa da mesma secgao processada para parvaibmnma pela
tecmca de zmumuﬁu@mscenma ﬁus’zrando a ausencxa de ce-iacahza@éo CPU =

,cauéadowpmame@ CLA cﬁaus&um Escala = 25 pm.




b nucieos dg base
caududo e putomen ,
 PopulagBes dispersas de neurdnios diaforase-positivos intensamente marcados

foram identificados no cé,adada; Células de tamanho médio, mostrando am alto

padric de marcaco da néufépiia foram idgﬁﬁﬁeaéas{ Ela atingiu tanto as células

quanio as fibras de projeco, criando uma densa rede fibrosa, na qual foi possivel

detectar pequenos neurbnios Calb e PV-positivos, cujo s0ma £ processos se

apresentaram intensamente marcados, e claraments diferenciados enquanto a sua

localizagdo, tanto com as celulas diaforase poeitivas quanto as duas CaBPs entre si.

No putamen, neurdnios dzafomse pssmvas se dxs‘mbmram em grupos especificos

nas sua zegzzw mais externa. Na porgio medial deste niicleo, se evidenciou uma

intensa reacio mamo»hzstoqumzzca para Calb, aparentemente represemzméo pelas

| diferengas na es’zmmra somatica neuronal das células pasm\«as para cada marcador,

éi&% p&puia«,aes neumnazs diferentes. A imm@-ﬁwrescémm demonstrou a

pr esem,m de muromes PV-positivos nas regzoe» do ciaustmm adjacemes a estes dms

nusieos £ compmvou 3 augencza de co—marcac;ao i evzdenmada cor a Imuno ¢

hzstoqmmzca 1soiadameme (Fig. 7).

No caso da co-localizagfio usando a técnica de ABC, se ewdencmu a presenga ,

de células Ca};%uposmvas nac»pmmidazs fusiformes € com muiupios dendritos |

muitzéxreaze&a&os além das ceiuias em duplo-bugqué, estas iltimas marcaﬁas {mas

sem co~i&cahzaqa(}) tambem para NADPH-diaforase. C oncardando com esmdws‘

'amerwras (B@Fe%ipe & 30&.8 198%a; 198%} neummos PVapgsmvos lsoiados‘ v

femm emdenmaéos nas células em candeiabro e cesta eﬁquamo nas camadas

' mtenneémmas do coﬁex cerebrai 4SSN COMOC 10 es’mad& dos ceﬁes anahsados,‘

neurbnios CalR positivas em algumas células bzpﬂiaxeb e em duplo-tufo foram
observados (Figs. 8,9,10), ' L
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Ezgma 8. Corte frontal do cerebm de camuﬁdmac processaéo gsam calbinding Dﬂ%k |

{cabecas de setas) e N&BPH»daafomse {setas) 121&5&3:3&0 marcaz;ae ce’m}ar no

ca&zdaﬁewputameﬁ {CPUYe ausmma de ca»i%aizza@as Escaia =18 .




8

Figura 9, Corte frontal do cérebro de camundongo g}méﬁssade ?am‘ parvalbumina
,, (ca’aegas de setas) & NADPH-diaforase {seta) ilustrando marcagio celular no

caudado-putamen {CPUYe auséncia de co—iegaﬁza@fée'; Escala = 44um.




Figura 10 Cor’ze frontal do cérebro de samuﬁdong@ prmessado p&ra cairetmma
(ca’oegafs de setas) e ﬁAi}?Hc-dmfomsz (seta) ﬁiustramio 3 dxf@zenga da mazcagao

celular no cortex (Cx) e auséncia de ce»iocaixza@éa CPU = caudadg»putmm CU&

= claustrum. Escala =18 um.




< Vx‘a& visuais gézhwé’iimig

Coliculo §££pe?§’§0;"

Células Z\AE}PH éaaf{)rase pasmvas foram ima}zzadas na s&baimma cmzeﬁta
intermedidnia desta emmm Essa marcagae nao se apr esenma hemwenea as em
bandas de intensa atividade, intercaladas com regifies de baixa aﬁwdaée
mamfestadas pelas mtawezs vama@@es na intensidade das marcar;z}es ewciemzaéas
1nos pericérios e inicio dos SEUS Processos. Foi ewémczaéa mamagae para Ca}b e PV

neste nivel, mab nfio para Calr. Os grupos neumnazs CaBP&pmﬁwos foram
tocalizados nas camaéaa mais extemas g medmzs dessa Tegiao. szermgag nc:“

referente a mtenbzdade g quahdad& da mazcat;ae foi interpretada cemo causada por

 diferentes piams de marcagao nos cortes. Nao foz observada co»iecahza@é@ de
I\«AD?H diaforase e CaBPs. | | |

N c:?es? &emmiadﬂ g’iatemf pars i}@rm&s Prmupm’xs { (}f,d}

Na maior parte dos cm‘tes gue apressmamm este nmieo se Qbservamm ,
£50as508 neummes dmmraseuposﬁm» isolados e com seus pz'ecesses marcados

- unicamente na sug porcio inicial. A marcagdo dos pmcanos neste mve% ¢ fraca, e se

limita 4 filtima e mms externa camaéa deste mzcieo dtﬁcuitando a wsuahzagae éa,s
‘«,amctemsﬁcas mm'foloagcas celmares Uma débil imagem de “’ba@kgmimd’ caasada ,
‘peid pre&enga de nemopzia aumenmu ainda mazs essa dzﬁmﬁdade |

Este zmclw eamciemmwse por a;}resemar ce%uias Calb e PV-—posmvas -

e«stan&e a Ca&R pratzcamente auseme Comn 1o cortex 2 co- Eocahzacao foa mzia

Nudﬁa Gemcmi@da iaz‘emi pam @*’eizz‘mfm { (}‘31@ .

& GLV naa apresem‘ou marcagio para NADPH-diaforase de pemfmas ou
pi‘ecessos neuronais em nenhum des cortes analisados. Foi posswei, no entanto,
observar marcagio poszm'a para dlaf@msg ng ﬁ@m@pﬁa em todas as camadas, que

nio seguiu paéraa de iosahzagae ou é;regae definido. Essas fibras se apresemmm




a0 microscépio finas, tortuosas ¢ de comprimento médio. Uma fraca marcaglo |
purndifore de caiaz'*@%‘z{) marron foi ébs&rvad& i sepundo plano, difi cultando
ainda mais g visualizagio e s&bsequeme detenmgée de wma possivel mafcagae
neste nicles. Aparemememe poucas celulas caibmaima«p@sztwas estavam pregmtes

mas a auséneia de co-tocalizagho foi evidente.

zﬁ} Amigdale e ﬁzp@campa
o b&pmampa mostron, em re%ag,ae 2 hADPde}&forase e em razdo da
morfe‘ésgia que 03 neummos e seus pIO‘CﬁSSOb amesemaram padrées stmilares
agueles expressos m) cortex e oerebeio‘. isto £, estdo presentes em popmiag:oes de
inter-neurdnios e nio nas cemias pnnmpazs No guo éemeado poucas células foram
fracamenfﬁ marcadas na regzae da camada mciscuiar subjacenfe a das cehﬁas‘
granulosas. | |
Células ?V-';éesitivasf foram ’m:aréaéas nas camadas das células principals,
emam@ as tegides dendriticas desses neuifmiés eXpméﬁf&m~S€ afé as camadas de
células ndo pﬁramzdazs m’iercaianéc -se, neste nﬂyei com ﬁ‘bz‘as di&f@f&@@wpesszas -
“ difermczanéo-se claramente delas. - .
\;eumm@s posmvos pam cairetamm f@ram encomrados em popuiagaes |
ézsperaas de importancia secundama em temms numéricos, aiem do gim demeado
A amigdala se aaractemzou por apre sentar, erm populag:ges neuronais diferentes,
m‘censa mamagao para diaforase e para Cai%:a que exz%zm. em zonas adjaCEﬂfe‘? a ela.
‘um amunopreczpztad& dxfuso ﬁnamena gzamﬁcso - diﬁcﬁ de em{ez gai no
| mzcmseopw de iuz censﬂmmdo aparentemmte a neumpﬂa C e%uias em cesto no
| 20 demﬂaég apresemarm discreta marcagas paza PY. ?\a{) se ewdam:zou €O~

' iecahzagao nenhuma entre todos os marcadores dascrzms,

2} }szpotamma

Neurbnios neurosecretdrios ma@meeiuiare% dos wnnuclens suprabptico e
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giro denteado apresentaram discreta mmcayao para PV. \ao 58 ewéenmw co-

ltocalizacdo nenhuma entre icdcs o8 marcadoras descritos.

¢ izzpmﬁaf&mﬁ ‘ |

Neurbnios neumsmremnos magnocelulares dos nuc%eos sugraeptz

| pamvmmcuiar d@ h,a@cm‘éamo assim como seus Processos, foram intensamente
marmdas com a hzstaqmmwa para NADPH«dzafomse Um baixo grau de mar aag:aa

com aﬁtzcorpos contra CalR foi cbservaée em populagBes neuronais ézferemes dos

mesmos nficleos, especmlmemt@ no paraventricular, Neurom@s positivos para Calb e

PV nio ‘w»icca}zzados dispersos foram  vistos nas regmes hipotalémicas

correspondentes ao nicleo paraventricular e a area comprendida entre esses dois

nucleos.

£ buib:) 05{@2‘03’10

Apzebem'ou reag;éo diaforase ¢ Calbwwsmm oM gIuUpos dzferenmadcs de

ceiuias pem«giomemiares a qua} extendeu-se s ceiaias giomemiareb adga entes 2
essa regido. Ambas as popuiagoes de ceiuias (&laforase e calbindina pcsmvas} nio
; apresemaram caracteristicas morfoiogzcas especxﬁcas«, nem predommzmcm na

ézsmbmgao desses mamad@res Uma populagao minima de cehﬁas e*paradzcas

fracamente marcadas para CaiR em celu’ias pengiomemiares ta,m%)em :fomm. .

. 'eﬂmntradas As ‘tematwas zie Dhse:rvar ceaimahza@ae zaeste mve? g:amduzzram

' resuitaéog mgaﬂws

b} cerebela .

I’»eummas dzaforasempmmvos zm’ensamente maﬂcadas tamo no soma quanto

1108 éené}:ztos apresentaram-se nas células em cesto da camada molecuiar e células

da ca.ma{ia granu}osa Ce’iuia.s Calbe ?V«posznms 8¢ apresemamm dzs;'}ersas entre s
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 utilizados na técmica de imumnhismqaimica & imnmnﬁwmsiﬁm&a' frente 2
| %zismqaimic’a para. NAB?H-@&&?@{&S& 2 co«i%aiii&@éo véﬁs’te marcador com o
Neuropeptideo ¥ (NPY) foi teséadé. E amplamente femz%aeéida a ezoaiocaiiza@?é@ |
desse pcpiideo com 2 N&DPH dzaphomse (Kowall eral, 1987} | |
 Idéntico pmtecgie ao de»cmo para os expenmemm de w—ioca%;zaga& de
dzaf@rase e CaBPs fo segmda Os resu}tados fomm consistentes com 08 obtidos em
mukzp’éos nabaihos anteriormente d sz:mos nos cguazs a imuna»haswqmmma para

NPY pmdm marcacio posﬁwa dos neummos € seus pmcessos A cewiacakzagao

entre NADPH-d e NPY foi ewdencméa na populagao neuronal de tamanha médio és .‘
estriado, no cortex cerebral, amigda}a hipocampo € vias msuais As carateristicas da
co»marcagag, no referente & gualidade, quantidade ¢ intensidade de coioragao dos
cortes, se revelaram 'pariicuiannmte adequadas para 05 objetivos pfapgs’igjs (F 3g
i1). '




 Figyra 11 Fotomicrogratia de a%oﬁ‘.e frontal de cérebro de camundongo, Hustrando

cawlercai.é.zagéo de NAD?H-&iafomsé e neuropeptidec ¥ {(NPY). A célula indicada

pela seta esta duplamente marcada, CPU = caudado-putamen. Escala =15 .




5. DISCUSSAO

?ou,c@ se conhece sobfe a mfiuenc;a dos fatores dlfuswezs m‘imwiuiarmente '

nos PrOCessos metab{)izcos de p@pzﬁagoeb ceiuiares qwmameme definidas por

marca&aras @sp«:mﬁws no sistema nervoso central das diferentes espécies. No
_ presente tra%a;iho,. toram examinadas as caracteristicas da distribuicdo imuno-

ﬁistbcgiﬁmica das CaBPS ¢ histoquimica da NADPH-diaforase, as duas conhecidas |

~ como medxadoras e/ou moduiaﬁmaq dos pwcessm eﬁzlmancos infra ¢ m&reehﬁams

para desta maneira detez‘mmar sua evenma% we»}ocahzaf‘ao ¢ assim colaborar para
esciare@er as fungees que tms pmcessos desempenham na ﬁsmi@:,za cehﬁm Essa '
thetese € bas&a.da no fato que a I\ADPH diaforase, j4 ide ntzﬁcacia £Omo 8 smte’zase _

de bxido mmgg (NOS} (Hag}e ef al, 299}) respoasav&i pela @xpfesbao de NO, ter

- sido demgﬁsﬁ:mda em dzvez 508 es&a@@s compmﬁhaf mm*:aq dag s&a% g}f@pmd&des

com as C aB?s Parece que 3 mo lecula de NOS aprasema ng sua estmma, sitios de

hgag&e especzﬁcos para aiaﬁmas de?as De fato, e para zeforgar essa aﬁmagaa a

sequencxa de basas compiememar 2 da caimodu}ma ‘zem szda ampiameme

camctenzada na NOS (anden & "50028, 19931; Smyéer & Bredt 1992, therr ef

al, 99"5} sugenndo desta manenra uma mportante miez at;ac: dess»es éms szstemas

'enmmatif‘os m metabaizsmo ceiular

E’ sta apazeme mima&;w toma forga ¢om 0 fato d‘, amﬁ}es oS mamadores ‘

apresentarem varzacoes mmﬁares na sua exprﬁssao na presenca de cer‘a@ doengas :

neuroémeneramas taxs commo Coréia de Hmtmoton (lacopino & Chnsmkos 1990;
Hﬁzzmazm & Bmun 1992, Geuia el ai 19933, A}zhezmex{ﬁewai et of, 1988
Unger & La‘ﬁge fi%i} Parkinson (Fem' et al, 1982, Saggu et al, 1989}
nammmes afetzvos bzpo}ares ¢ estados de depressio psicotica (7 {“viorton etal, 1993}

Esses antecedentes, entre outros, falam a favor da existéncia de uma via metabblica
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Qcmm; na fisiopatologia dessas doengas, envolvendo agueles dois tipes’ de
marcadores neuronals, provavelmente mediante sen mituo envolvimento nos
pzfecesscs 6xido-redutores e respiratérios intracelulares, como o ciclo de Krebs na
mimc@nérﬁa, transporte de elétrons, ‘sﬁaiese de DNA ¢ aﬁv&@ﬁﬂ da guanilato :ciciase
soliivel (Bredt & Snyder, 1989). . |

1 LIMITACOES Z’E{M@m

A memd(}i@gm utﬂ@zada Bo preseme frabaﬁm néo mcim a esnmagae numeuca
da percsmagem de ceiuias nar cadzs d&smbmgao ou iamanho delas. A a‘imdade da
diaforase ¢ deﬁmd& histoqunmcamente peia capamdade do temdo de reduzir sazs de
tetrazolium na pres&nga de dmuaieeﬁd&es r@éutores nesie cBsO © NAD‘?H que
produz uma caiorag;é@ azul caractemsﬁca A expressao das CaBP:» esta detemunada
peia capamdadf: de mtemgao amsgenwamwrp& qae p} Qéaz um sompiex& MATom

vzdemiaw ei nas ceiuﬁas nemonaz» € seus pmcesses

| A técnica hasmqmmma para I\A.DPH dzafm’a& n‘tzhzada foi baseada 1o

metode des@um por Scherer«Smgier e coiaboradores (}983) e madgﬁcada -
| p@:»iex‘mrmenu per Araugs e caiabomémes {399’?} dando lugar & um padrao de

mamac;ao 4% *vezes quase smu}ar aquﬂie oi&sewaéo com a técnica df* Golgi (Pearse
1985 Sandeii }986 Kiemnan, 19% Snyder & Bred‘z 1992} e gue se caractenza por'

apresentar, com alia espeoxﬁczéade grupos densos de neumnms & seus pmcesses .

{neuropﬁa} ciarameme definidos mzmto a sua localizagio no ceiebm dos
| : camundongos testados e mmm movavcimem'e rciaczon&de 4 atmda{ie m@ta’z}ohea, .
das regifes marcadas Conszstente com esmdos similares, a presente marcagae
hismqmmz@a demonsﬁ‘ou quanio a matmdade gxanées variacOes na dzsmbmgao
dos newrbnios diaforase-positivos nas diferentes estruturas cerebrais, e dentro de

cada uma delas, manifestando-se altamente seletivo enquanto 4s camadas celulares
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atingidas por esie marvader A variabilidade entre os casos ﬁsméaéos en’imtam@ fm

mutio wéuzzéa

A maior vantagem 5@5 méieéas uﬁiﬁz&éos para a éﬁte:mﬁﬁagé@ da co-
localizacio immo«»hismquiméca de difezmies' anﬁgends ;cem g hismq&imica‘ para
NADPH- dzaferase em seegaes fmas de cerebm s;ensisté' na sua relativa
simplicidade, 3& que o _material pxzmam ¢ obtido de “kits ?fé«i@sméos‘ £ sua -
'mampuiacag nio 3mp§ica gmndes ézﬁcuidaées EXistem ne entanto, a‘lgumas

’hmﬁtayﬁ@s

@) O prentrammemo dos cortes do cere’bm rﬂfereme A perfhsao g auaeacza de
, po&ﬁxagao para Qonmanagéa com \AD?H diaferase assam come o uso de |
detergentes e/(}u agem:es omdaﬁtes éumme a apmagaa da tecmca xmunan .
hzsmqmmca foram pasos fumamemaxs Ja que a falta de cuzd&dos neieg pode, as
, ‘ve.zes pmduzzr zesuliades msatisfawms devido a uma pobrﬁ presemagao do teczde |

< ouszuma perda do matenaﬁ (Bﬁ?ehpe & }mes 399’7}

b} 0 padrﬁo de mama.g;éo o‘%mda depms dos procedzmenms 1mum ey
hzsmqmnncos as vezes ndo se faz h@mogeneo apresentemdo reawes com boas |
pre»ewac;ao e fmaga@ enquamo outras paﬁes das mesmas secedes peéem esm -
escabsameme pmservadas ¢ expres»ar poﬁanm uma quaizdade de mazcagao mzm |
(De?eiipe & J{mes 1992} | |

¢} Os Rmpas de mcubagao taﬁto para xmuno como para hzstﬁqmmica f@zam
fatores criticos para o emto dos expenmenms_ p@!b é ampiameme z;ozﬁhemé«o que .
tempos curtos ou emess.wamcmc prolongados podem induzir erros na dxsmbmcao €

mtanszdade de .mar agdo nas é}feremes regmes cerebrais {Morton ez az’ 2993}

A limitada expressﬁo dos diferentes aﬁnomos em aigums dos c;ones

anaizsaéﬂs mamfestada em b}, p@de fer-se demda entre outros fatores, & ‘bazxa
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béndisg:emiwiéaée da proteing Eigaﬁte especificamente ah'sada ne momento,
pzowc&.ndo g éimmm@aﬂ ﬁ%mi@@%&meme szénaﬁcama na sud m’wm«gé& com seu
antigeno zesyechv& on g:sm&mméo uma ineficiéncia do anticompo no  sew
reaonhemmmt& Também pode ter acontecido do am‘zgem) estar encoberic por
outrag moléculas que éb&m&zm 0 acesso dos amicmj@m no antisoro priméaric, on
blogueiaram o segjmmm cerrespsndeme de ligacio do amgem na sua molécula

{ Kieman }99{)) afﬁtando a quahdade da mamagao

. Ehmzmd@«se @stes fatmes as duas técnicas, quanéa adequadamenie
aplicadas e cgmbmadas podem torne aer como d@ fato fomecemm mp@ﬁmtes ‘
mfema@es sobre a mmfaiogm g dzsmbmgéo espaua% dos dzferentes eéemenms

 neuronais, assim como da atividade enzmaﬁca dos sastemas neurais e dos czrcuxms
por eles estabeiemdos com a fiﬁahdade ée compz‘eenéer & or gamzax;a{) dess&s ‘,

SlStém&S

50 C EL&%AS REAIHVAS A@ CEEEBE@ ﬂE CAM&"M}GNG@S
' xﬁf%Ai;?SE C@WPAM TI VA

| | 3 2 1 NéﬁPHwBiéF OR 45’5

| A dzsmbm«;ae daa ceiuias ?\AD?demfomse posztwas dezscmas no preseme‘

' e»ﬂz&o parece ser vmica e diferente de outras p{}paiagaes xzeum—qumzcameme

' def nié&< pc«r marcaderes hzsmquzmzcos dzferentes suvemﬁdﬁ a m‘esema de
mump}es mamomos no cerebro que empmgam o NO como mediador efon -
modulador. Eles tem s&de @mdmeaad@» 1os grupos de pmjegéﬁs cehi}e‘:gicaa no
estriado de mms, macaces e humarios. cada uma dos 'q%lﬁib apresenta um .tzpo
morfologico (Ch) caracteristico, é‘ cujx‘@s‘ padrées éfe disﬁ*ibui{;in estio aitmeme

conservados entre mamiferos {G@'ﬁ}ga 2t gl 2%53); Assim, 20-30% dos neurdnios do




niicles septal ‘medial {Ch1), e os niicleos das pérc;@es vertical {Ch?} e horizontal

{Ch3) da banda diagonal de Em;a, em rato, apreseniam atividade de NABPH» '

émfc«m:,e a gual ¢ inexistente em macacos ¢ seres humamb mcimd«s o mz@ie@ basal
" {Tha), mzci«se tegmental p@ém@um»mmno {Chs) ¢ mzdeo fe,:,mezzmi éa’zsw«éars&ﬁ
(Ché} (Mesulam er ol 1964, Satoh & Fibiger, 1985; Satoh & F{bzger 1986:
Hallanger er ol, 1987 Haﬁaﬁger & Wainer, 1988, Mesuiam & Geuia, 19%8:
Mesulam e al, 3989; Geula et al,, 1993). |

Contrastando  com esses  padrdes e;,pecze especzﬁc@s dag pmygoea

colinéraicas, no tronco cerebral ¢ estriado a co»&ccaﬁzag:ae de NADPH»dzaforase ,

com neurbnios coiina«acetﬁ ransferase positivas (Dizhorr e af., 1991} é a mesma

_em méas as espemes mencwmdas {Geuia et tal, 1993), isto g, o5 grupes ChS e Ché. ‘
do tronco cercbral de todos oS animais estudados apresentamm atividade de

NADPH dmfams,,, enquanto nenhum neurdnio coimergzcc» do esmado demonstron

ta’i atméaée (Vmcaﬁt et ul., E%% E’éh%n ef al, 1987: Kowall er al, 398’7)

Esmdcs feitos no esmado de ga’ms (Saﬁée@; et al, }986) ratos (Vmcem &

Johansson, 1983). & seres hummos (Kowaﬁ et al, 1987) demoﬁstramm que. a%em

de atividade de NADPH«dzafomse s nem(mms mimergzces ¢ suas projegdes

apresmtarm muno«reatmdade pam sematostatma (SO’%} neumpeptidee Y (NPY)

(‘v incent & Johansson, 1983 i&oﬁa}i et al., 1987 Unger & Lange. 1992: Britto ef :
al., }994} ou pohpepﬁdee pancmaﬂce de aves {AP}”} (Vmccm & Eahansson 1983} |

Subsiam:m P, bombesina e faior hberador de comvaﬁopma tambem co-localizam
coma NADPH~é1aforase (Vmsenﬁ' et ul., 1986}, Neurbnios é@pmmemcos conﬁéos
na substincia ne gra de mamiferos contem tambem N A@Pﬁwdmﬁnam (Zhu & Luo,
11992). | |

MNa retina de coethos e ratos, a reatividade deste marcador ¢ mais aparente nos

neurénios que contém 4cido gama-amina-butirico (GABA) (Vaney & Young, 1988),
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conhecido neurotransmissor mbitorio. © estudo das células amacrings NADPH-

diaforase geszmas durante o desenvolvime nie‘ ém coelhos (Mitrofanis, 1989;
Mitrofanis ¢f al., }992} £ 2atos {’% assle ef m’ }98’7 Coberoft et al, 1989), serviu
para demonstrar seus diferentes subfipos, dependentes da co-localizacho imuno-
histoquimica | dessa  enxima com um  determinado ‘ﬁeurotransmisser elon

neuropeptideo.

Ha ceiuias NAD”H«dzaiorase yo»mvas cmiocahz&das com ceiuias amécrinas
caiecoiammergwas? co’zmnrgmas g uma mmzma proporg:ao de ceiu as serotonérgicas,
além daq celulas amacrinas desiocadas C{mtzdaa na camada de eehﬁas ganﬂiwnares

- na retina de gatc» (Wasqie el ol 1987} € aquelas possmdora« de imunor ﬁaﬁwdade

para NPY (Sagar, 1986; Vaney & ‘wmg, 1988). Esta ciassxﬁcagae baseada nas

caradensmas de m»mamag,a@ de NA&?%dmforase com outras su’zasiamzas
confirma o papel fundamemai dessa iecmca hn‘iequmwa no que faz refﬂrencm 4

zdmtzﬁcagae das pmpméadeb mﬁrfﬁwfmz"ionms mumnazs

A mz,ﬁﬁphczdade ée nemo‘fraﬂsmzssmes, pepndees ¢ outras sabtamlas

assouadas a NADPH- dzafm ase, assmz conw a3 dzferem;as neam-qmmzcas esp&cze«

espemﬁcas @xpressas nos paragmfos &mmores toma ﬁmdeme nao szmpiesmeme 0

fato de ol NO nio e:»tar correiauanadc a3 um sm&ma de neumtransmissa@ especzfice |

mas de apresentar»su atwo em mump%@:, mrcmws explicando, desta mangira, a

amplae aparemememe anarq-mca dzsmbuzgae, desse fator, m’f@rgandc a hl?(}‘f@ﬂﬁ da

| mumphmdaée das suas funcdes, e :m{iicando' a 'nsmssidade de se tomar

conszéerax eis precauwes na dedm,ao éas amphcagoes que estes estudos represemam

para a ﬁsmmtoiogza e1n SETes hamanm

A marcagéo ceiu}ar como exp&»sade nos resultados, apresentou uma
variagio evidente nio s6 na seieﬂwdade da saa dzsmhmgac nas carnadas celulares

das estruturas celulares NADPH»ézaferase pcszﬁvas mas tambem q&anm 2 sua
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forma, iamanhe intensidade de ceieragm ¢ variaclo nas car ac%:ez isticas dos wmams :

smapﬁces mmo do soma como dos seus pmce»sas (ﬁ»@uzopﬂa} zmpﬁ;caﬁéo wma

'zmperzame funclo do NO como mensageiro mtra e mtemeumﬁai nos nenrdnios onde

£818 presente (Bredi et gl 39%;

As paﬁzcuiandades antenom&me expressas se mamfestazam especmimént@
1o buibo olfatdrio, cuja mtensa ¢ abundante marca@ao foi caracteristica em todos 08
cortes analisados. Apresentou-se, em comordancm com outros trabathos, mais
pi‘@é@ﬁé e ini:en‘sa na camada dé ‘cé‘iuias: perﬁé?bmemiares que todeiam as celulas
' giomemﬁmeg as que em esmdm prévies tem sido 1dezmﬁca§as como oelulas
| superficiais de axGnio curto (células em mfe) (Pmc}nno & Poweﬁ 397&} EE@S se
mostraram &etemgeneameme ézsmbmdas e também 1mun0ﬂea%zva< pam NPY

| {Vmceﬂtezai 1982; Vmcem&%hemssm 3983} '

O obrtex cérebra?, ’iagar onds as “células seiitériag ativas” fcfam identificadas
?e%a “primeim vez por ?hom‘«zé & ?fsame (1964), apresentou menor densidade de
marcayae que no bulbo oifatério, ewﬂmczande«s@ neurdbnios mtengamﬁme maz‘cad%
'prmmpazmeme nas camaéas mais saperﬁmazs co—iecaizzadas cem NP‘; com ampias |
’ ﬁutua;;ces nos niveis de rea’{méade. Células reatwas a anﬁcm'pes wﬁtra CaER Calb
e PV se Bocahzaram ne cortex dism%}méas heteroaeﬁeamen’te ﬁas vanas areas ‘
corticais, Esses achados nao 580 smpiesmeme consistentes com oums prewameme
:efemados neste nivel, mas confirmam a forte mterwmia«gae exzséeme entre elas ¢ o
, NO m’tensxda{ie do metaboigsmo ceiula‘r e, conseqilentemente, com algumas das
éoemas zzewo-degemmﬁvas associadas a enveﬁhecmﬁem@ sem esguecer 2

. mpertamza da g}z eséncia do 100 caicm na mdw;ao do ’\IO
Varias populacdes de neurbmios déafsras‘e-posiﬁws também  foram
localizados no giro denteado do hipocampo e a porcéo horizontal da banda diagonal

de Broca, apresentando elevada regtividade e idéntica seletividade 2 outras regibes
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cerebi'ais descritas. A marcacip evidenciada neste nivel é coerente com estudos

feitos em mamzfems nos periodos pré e pmwnatai m}as resultados levam a

considerar urng Qgsswe% relacio com os processos de LTP e LID. Refergaﬁda estes
achados esti a mafcas;aa ewéemwda no esmad@ cuja grande waﬁag;ae no que faz
referéncia a densidade, mteﬁszéaée nHmern € mmfciegza de ceiuias reatwas
pﬁsszwémeme relacionada & presenca  de  imunoreatividade para dzferentes .

nuurotransmmsores ¢ peuropeptideos, entre eles 0 NP"Y ¢ a SGM {Vmcem & |

ffohamsorz 1983}, confuma mais uma ver o que ja & um fato ciazameme

sstabelecido; que 2 N%BPH»dzafomse ﬁm\/l()ﬁﬁ coma marcador mst@qmmxcc

seletivo para as cehﬂas estriatals, e&grewaﬁéo com eievada ﬁd@hd&dﬂ a mtemszd&éﬁ-

metabohaa & censequmtememe ﬁmcmnai das células pm ela expzessas Tambem o

| foram identificados no thocampo neumnws Caib p@sztzws fort‘*men‘te marcados

cujos prmessos compnéos € wammsos apregenmram padzoes aparentememe |

'com;}}ememaz 8 aque%eb exszdes‘peios pmeessos das ceiu&m‘ éiaferase positivas.

As regmes COTHicais ¢ Subcomems é@ szsﬁema visual manifestaram marcagao‘ '
para N@?H«&afomse no nus%eo gemcuiado Eaterai v@nﬁrai e substancia cinzenta

superﬁcmi do coliculo supenor achado consastem“ cem omms efemados nfwl.

 somente em medcres mas na porgdo fotossensxmfa da gianéuia pmeal de 3%5 {Sam

1990) Neurdnios Calb ¢ PV posmws se iocahzaram nas regmes mtezmedmnaa do

' 'coizcuio supenor demmstfaﬁdo como a diaforase sua mterm;ao cam szytﬁmas -
'ﬁ@mﬁnms espemﬁcos como. G%B% e giutamato para pméuzu' mczememo nos

niveis maaceiuiares és GM& mtemndo amameme nos mecamamgs ﬁmcwnazs

intra ¢ mterwem}areq ao amar como um tmnsdumr de smais em mvezs espem?' cm ‘

das vias visuais, ¢ pmvave%meme reguiamia o aa,esa das mfoma@@es de outros

sistermas sensoriais,

As thmeses meﬁcmnaéas até o momento parecem perder forgn 40 se aaaksar

as Caractemmas de dismbms,aﬁ dcrs neurdnios iimfamse»pogztrms 7o cez‘ebe%o |




Efetivaments. este apresentou-se com um dos maiores niveis de atividade de

N;%B?Hméiafgmse, paﬁicuiaﬂﬁmie nas células da camada granular, a células da

glia. mas ndo houve evidéneia de marcagio nas céiuias de Pm‘kﬁnje conhecidas por

ag}resmtarem elevados zmms de GMPe (Gﬁ“e ﬁ’b@ra et af 1978). A discrepéneia
entre a .‘ao@aizzaggw de GMPe e NOS nesta regifo pgde ser devido a uma rapida
liberagdo de seus lugares de g}z‘@éugae, para entdo se ligar 4s enzimas circundanies e
pmduzar seus muitzpiog efeitos (Vincent & Kimufal 1992, Embora estes ‘yrasuitadas
Qmﬁgam cenmdﬁoms o fato de agoms’ia,s de« recepmms de gimamato tzpo NMDA

pmduzzrem urn eshmzﬁ@ da expfessae de ’\*AB?H nas células gramiares

. amemomneme descrxms {Medmwsi\z et al., 1992) reforga a zdeza de o NG inducido

peio ac@piameme Ca’ /cainzcduhm"lw{)s ter uma zmpmtame ﬁmgao 14 regu%agfw

‘ des pmcessos metahohws = ﬁmcwnms neumna}a -

| 5.2.2 PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO (CaBPs)

E'*l ampiamente conhecido que altera{;@es 'ﬁas pmpﬁedades morfoiégicas e

ﬁmcwnazs celulares resuimntes da peréa da sua homeostase podem pmduzzr em

.-amma msiamza‘, necrose e morie @ehﬁaz A maﬁuiengﬁo dessa homeestasea poﬂamo.

. esta dada por uma serie de pmses%@s ativos, emoivendo mecamsmos de tmnspene e

armazenameﬁm de diversas substaﬁmas,, sendo as 'wneemrag@es ntta e

 extracelulares de Ca® ([Ca’ ) ¢ [Ca* 1., respétivamenfe} fator eritico demfb desses

processos. De fato, a per da da 18&&{;50 {Ca }‘J{Ca L com szzbseqneme incre mento e

' p@stemz' mantenimento dos mv&is de 2 utepiasmamo consizmi meeanlsmo

. comun de czwmxzczdade celular (Kaiser & Ede%man 1977} A preseng;a das CaBPs

constitul, pmamo« um famr de proteﬁae que evita mcrememos excessivos desse 1 fon,
seia na sua funcdo de mmycmmes contribuindo pam 2 ze»entrada de 2’ nas

‘Orgmdas mtmceiuiares, ou na re@uiacgax} do intercambio ionico. Sendo o sistema




Ca” /Calmoduling mecanizmo basico para a ativagio da N %‘i}?}é'»dmfoms , € sendo
gue essa enzima, por sua vez, regula a entrada ¢ sazéa de ia Ema atraves dos

receptores MDA da membrana celular, a hame@szasm do meio celular dependera

do equilibrio na interaglo desses sistemas, caga presenca ¢ ewéemzaéa pelas

16Cnicas #nuno ¢ hzgmqmmzc&s 3& descritas.

A é%sﬁﬁbuﬁgéa das ;éiai*as {aBPs-positivas no cérebro de camundongos fo
idéntica aquela pfeﬁfiameme descrita em outros trabalhos, e particu&arﬁzeme
chamaﬁva pela a‘%mnéaﬁcm & espmiﬁczdade na sua dismbuzgaa wrebmi Como o
NO, o padrao de marcacio com antzcorpos contra Caib PV e Cam no cérebro melui
COTpOS neuronais e neuropila, iocahzades em remoes claramente dehmltadas e cuja
intensidade de ma;magae subjeﬁvameme »stzmada apresenmu uma sene de

‘varzagoes

gl calretining (CalR) -

As celulas 'Cam»posétivaé, como  aquelas NADPH~diafbrasé~pesi§ivas‘
apareceram no preseme estudo abﬁndanwmeﬂt& dzs‘mbmdas a nivel dﬂ cortex
‘ entorrinal, pr e-pmfamne e mpecampo em celuias cu;a morfologia Eembra; as cemias
‘ naa«pxramzdazs Fsmdm de dnpia marcagio ‘fem demonstrad@ que ceiuias CaiR«‘
positivas pr«ssemes no ,cempiem da rafe inervam, como o8 aguwmo:a dl&forase
. positiveé, celulas GABAéfgicas, visivels com micwécopia eletronica {(Halasy ?‘2‘{"‘ al,
1599'2'}., Evidencias récéﬁtes sizgerem gue céinéas‘ Cai&pesiﬁ?as possuidoras de
GABA ?odem‘ ser ativadas simronizadam@me (Michelson & Wozzg; 1991},
produzindo hiperpolarizacio local dos denéﬁtos através dos recepiores GABAy ou

 da regific somatica dos newrbrios, pm‘ meio dos receptores perisomaticos GABA,

{Dewberry & Nici)ii, 1985; Béaﬁer‘ez al., 19883, modulando desta maneira a

expressio de serptonina {Seg&ﬁa 1990). ,‘Es’ia‘.s‘ propriedades tem sido associadas 3




papel dessa CaBP na rezulacdo de algums sistemas de fosforilacio (Geula ef al,
1993}, |

Este efetio ¢ observado t&mﬁ:}émm presenga de Ca?f} e/ou newropeptidens.
Células ?ngeszmas ndo m széo ate © mcmﬁmo reiacsenadas a comtatos

sinapticos com axdnios semmnergzces (Acsaéy et gl 19933 Alteracdes no

‘mecanismg funcional das vias semmnérgicas tém sido relacionadas 2 etiologia das
doencas afetivas bipolares. como transtornos manjsco-depresivos e depressdo

psigdlica.

b caé’?yz‘ndma D-28k {azzb; e pamzbmsm Py

Comsmente com ou’fms ssmdos as ceiuias caﬂ:amémaaposmvas apresentaran,

- no pm%ms tr&ba‘fhg a8 mesmas vsmat;oes ﬁspeme«e%peczﬁca» desmtas para a
' -\JABPH»dia’fmfw ‘?m‘ exempie as pr(}jegses mm@nazs colinérgicas nos orupos
 Chia CM em esmdos feitos em rato, né@ expressaram reaﬁwé&de para ca}bmézna

enquanm 05 mesmos esmdos dessas wgmes 21N MAECACOS € 5eres humanos rewiarm. |

neurénios fomememe p@sztiws Neles os grup@s C%zﬁ Ché no estriado demon»tramm .

ser ueaamas para Calb a0 conirario destas @@hﬁaa no {roneo cexebrai Ao me;ms

30% éeias reveiou conter subs’zzm ia P (SP} on reeepmres espemf co» pam este

pﬁptidee (Smdaeﬁ ot aZ 1986, Vimem e ai “%'986 Bc&am ef al, 1986 Gerfen,

1991y, No presente fmahse? como foi expresso em resultados, tanto as células Calb

coma PV-positivas se apresentaram dispersas em todas as regides cerebrais, ¢ foram

caraterizadas, do mesmo modo que o NO, por apresentar substancial variagio na

iman&matividade de uma regifio cercbral a outra, Essa localizaglo € coincidente,

segundo Bazmbz idee e c@%&bamdwes (§992} nas ceinias ndo piramidais que cemtem‘

GABA efo ou mumpep’ﬁsiﬁ@s




Essas paﬁiéluiariéadeys na sug é?sﬁrib&iqﬁ& reforgam as eviéémia#de ’as CaBPs
estaremn, como o pmgmo NO, co-localizadas com neurdnios GAB %ergzcos {Pitkinen
. 1993 Pitkanen e af.. 1993@ sendo que a zher&;&o 108 circuitos neuwn&zs da
amigdala e h@p@@mpe em estudos feitos em pﬁmatas desempmhaﬁ um papsi
fundamental na smtomamiovza de deengas como epilepsia {Corsellis & Meldrum,
~ 1984; Gloor, 1992} ou A‘izh\,zmer (%ieopez‘ & V@vei 1976). ¢ camctemzaéas pe‘r

pméuzz? de forma pauia’am& degenera@aa neumnai meverswe%

A eXpresséc} de Ca’ib nos neurdnios do hipocampo, ao" contrario da NOS-1
cerebzaé ¢ mauiada por cem ogéefona.‘ Ja qué 08 giacoéoﬁicéiéﬁ 580 capéZes de
pmdumr incremento nos niveis mtra celulares de Cat’- "; ¢ esiie pi}r Siza‘ vez produzir a
| atzvag:m} da NOS peio sistema Ca fCaimodﬁhna e a fragmentacio do DNA atraveés
da atwa@ao das @ndomcieases o8 dms szstemas NOS/C&BPS peéem m‘zeragir 0350
essa regulagao se encom:ze a’iterada Eevando a3 degenew&;ao elau morte ce%uﬁiar

{(Kaiser & Edeiman 19?7} pmduzmda as a}taragees de comg}ortamenm fessomadas
43 doengas nemodegenﬁfamas 3a mencmmdas (Hezzman & Brazm 39%) e
miacmn&ndc mdxretamemte os niveis de glacmorﬁcmdeg cire ulames com a

expressao de \tO

As ceiu’ias e seus pmcessos fomm caractemzados por pessmr forma e taman}m |
. ’vanavezs cancard:mdc com as descmaes referemes a morfciogza e dismbmgao dos
' nearomes calbindina ¢ pamaibumma pOSItivos de mbaﬁhag similares. A presmga
dessa série de caracteristicas na imunorreatividade neﬁmnal e d&ndﬁﬁca para as
CaBPs, ccﬂwrdames com aquelas da M)?H-dmfmas mmadas em c@njuﬁm com
as af&reﬁciab qum&cameme espemﬁvas que elas fssebem mdmam como no caso do
NGO, que nos circuitos neuronais do cérebro de maﬁufems as CaB?s exercem wim
complexo controle quﬁmw, e que essas influéneias exibem dzfez’mgas espéeie-

- especificas.



As CaBPs, particolarmente a PV, foi evidenciada com clareza no cortex

cerebral em todas as suas regifes, e no cerebelo tanto nos corpos € processos

horizontalmente dirigidos das células em ceste localizadas na camada molecular,

mostrando, como em ouiras repides, uma localizagfio diferencial ew relago com

aquela apresentada pela NOS.

53 m"z ULAS AADPdemfgmge E CaBPs POSITIVAS:
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531 ]’w}%ﬁpﬁﬁmfar{zsé

o gzapd fisw}ogwo que o NO cmpre n@ cérebro embmnam g
descmhsméa Os limitados esmdo» fe eitos até o momemo ressaitam a pessx%nizdade .
e o N{} estar envolvido no desemoivzmemcs das rcdes nEUronais (G&ﬁy et al,

2998 S@ﬁtham et al, 1991) Estudos d»esemoiwéos em aorte’& cerebra’i bulbo

, 'oﬁfatomﬂ, cevebeio e retina de rams ©m demorzstraéo qw: a aﬁwdade de NGS

- emste: ng cerebro de em%moes de rato Spravae ’{)awiey (Si}) com 19 dias de zdade -

. pre-natal {Ma et al, }99}} e que essa atmdade resuie no mmo nos corpos

,neumnazs A mamma des neurdnios retinianos que contém N &DPH di&fﬂi&Sﬁ 530

- presmgwimeme ceiu}as amacrinas {Saoaf ‘5%0 S&ndei} 1985 Wabsie e{ al.

'3981 (‘obcmft et oal, }%9) sende detecmdas como catewiammergzcas e

coimszgicas 2 paz“m do tewezw dza de wda pevsmata} (?3) Nesses trabalhos os
cerpos nem@nms foram o3 pﬁmﬂma em serem marcados enquante 08 dezadmms

ﬁzeram seu apare@menm em PS5, sendo somente no decamampﬂmeno dia 3}03~paﬁ0

que os dezzcimos apwsemaram 3 mamma mtemzdade de marcagdo. No wgeszmgﬁ |

quinto dia, neummos ¢ dendritos dimingem seu digmetro, campmmeme £ sua

reatividade 2 hzszaqmmzca, mferganéo a hipdtese da pcrda dos contatos smapucos
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durante os primeiros dias de vida g}és—natai em mamiferos, e 3pfssentand0 um
padrio similar aqiz&?e que terfio na vida adulta. © P7, periodo de maximo tamanho
celolar e dendritico, & de meim' marcagdo histoquimica. coincide com o
aparecimento das primeiras éinapses das células amAcrinas e bipoiares‘ na camada

plexiforme interna (Horsburgh & Sefmn 1987, ecom o mzcw da atividade e%emca

{Wezdman & &uwabaza &%8}

Esses fatos, que ﬁsmdados em ﬂas visuais {zetma} constituem cléssico

exemp%o para © @bﬁid@ dos s1stemas sensoriais, manifestam c’iammen‘te a

'possabz}idaw de o NO desempen}zar um lmpoz'tanie papel nos Processos de”

smapt%emqe ¢ plasticidade sindptica que, 1o hm@campo irig potenuaiazar 0s

pmcessos de LTF elon LTD ja descmmc: (Bon et al, 199’7} aiem é@ madaiar a

atividade eiemca de diversos gmpos neumnax» do SNC.

532 Pﬁamms m’&ém‘m DE C4 Lcto

As ;Jrotemas ﬁizgameéa de calcxo durame o pﬁmdo embnonano aparecem,

como o NO, depozs que 0s nem‘omas iniciam 3 ézﬁremxagac» e con ﬁequencﬁa a0

WSO temp{) em que eles comegam a fazer contato uns cem outros por meio dos
seus »:ﬁeﬁdrzws smé& capazes de desaparec&r de um szstema ﬁmmonai no caso de ele
ser deaafer ntado, wmo afwmece por exempie com a caibmdma £m vias wsuazs

apos emx»::ieag:ao gcu”iar (Snﬁo e{ al., 1994, Blamke e al, §99~§) As camenﬁagaes

de caibmdma hipecampai em ram aum&:mam apos. ag)hca»fao de comcostemna e

sofram um su%&,amaai decréseimo depms da mdm,ao de crises epﬁeptzcag entretamo
a pawaimmma sob o mesmo estimulo, esta mcrﬁmemaéa provavekneme reﬂetmdo

as diferentes su%as‘ianmas com as quazs ela se ce«iocahza




A contrario do NG, Gs niveis de pmfaibumma e mibmdma 1o estriado de Tato

 nAc  apresentam aitera‘,ao neﬁhama apbs destruicio qmmaba dos aferentes
dopaminérgicos da substincia mg;ra {Baimbridge e2 al, 1992}, demonstrando que a0
menos essas duas CaBPs nfo estfio presentes nessg vig e, porianto, aparentements

ndo cumprem papel nenhum nos circuitos newronais associados a ela.

5 4 AAQFH«{&@M{M E & aE?s Zﬁ(’fi M’ZA @'/% O Di F EREN Ci 4 i,

AS caracteristicas de dismbugae das cemiaﬂ N&DPH de CaBPSMposmvas
sao adequadas para dar supcrte a %npotese quea mferagae desses famres desempenha‘ '
. um 1mporiame papel na presemacao @e}uiar nao szmp_aesmeﬂte ao sea as*pecto"
morfo?agaw isto ¢, ccnsemanc%@ intactas as estruturas mtza«cefmiaxe& mas tambem na
. mamtengae dos pwceswb émamzcos qu@ tem iugar nos d}fﬂremes mrcmtos
ﬁeumnazs que provocam, em cm_;ante o mnmonamema cme‘bmi e cuja disfuncio
provoca uma perda pauiatma da< suas pmenczaizdades ﬁswiogmab através da

| degenera«g a0 nemronai n*fewrsm ei

As was peias quaxs esses dms szstemas (NABPH-adzafemse e CaBPS):'
. fancmnam parecem ser as mesmas. Nio Qbstame., as sucessivas mcubagoes dos
cortes cer&bmis de cammdongo no preaeﬁ& trabalho fezms com a ﬁnahdaée de
. tmtaz ée’fermmar a presemya de ce-«iocahmz;ao dem{ms’fmram a ewdem\, seieuwdade'
das p@puiagnes neuwnazs tanto paza marcagao has’mqmmca como para zmmo»"
hxstaqmmzca, na qnai camaéas ce}uiares esp@cxﬁcas e suas &spectwas pI‘OjELOeS
{éenémto 38 ciasszﬁcadas por sen tamanho f@zma Eor;ahzagés ¢ padric de |
mmiﬁcag}ae dos seus ‘pmeesses ' ﬁmcmnﬁlmeme detemmadas pelos
nﬁummmmzssmes por elas expressas, aprebentazm difer engas szgmficatwas quanto
& iacaﬁazagaa, na gual ndo foi pebmel evidenciar wwemtemm entre NADPH«& e

CaBPs, mas um padraa que parece ser compimemar
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Diversos sistemas de hsme’smnsmisaores relacionados 2 NO e CaBPs estfio
implicados no controle de impormmes ﬁmgées' G siézema colindrgice, pm- #xemp%e
cujos neurdnios co«iecaﬁxvan cem \ADPH diaforase ou Calb {Geam et aZ 1893y,
mgiﬁa as ﬁmgms motoms extmpzmmdms SON10, vwﬁza compaﬁamenm m@twag:ae
aprendizagen ¢ memoria (Mesuiam 1988). Calb tem sido Eecahzaéa nos geurdnios
dos sistemas de projecdes ascendentes, es;zemﬁcameme no niicles trwemmai candal,
nicles do trato seiztam ¢ 4rea postrema, sendo pamcuiamemg abundame em

' subwm@es gue envoiwm 0 processamento. da viscero e nocicepeao, e apqremememe

'c0~iecaizzada com w:uwpeptzdeos {Menetrev et al, 1992). Embora as ﬁmgse»

desses dois szsiemas dentro de todias aquﬂlas vias amda hoje n3o eategam totaizzzeme -
egc%aieczdas €& sabido que a*nb% 03 mazcadores atuam como pzotetor&s neumnms na
isquemia, ﬂeumtomczdade e pmcessos deg enemtzws efeitos que variam de um
Lrupoe eeiuiar a outro (Beal ef al., 1986 Eihb()ﬁ et a»’ 198‘7 &oh & Choi 3938
Uemma et al, 1990, Yamada et af 1990)

 Diversos estudos m}o aivo foi quamﬁmf as concemraz;oes éas é’faEPs Caib =
' P‘v apes m}una nemonai 'tem éemmstrado uma mteres»az;’fe debihé&d& na
exprzssao d»Saab C&B?b entre si, Asszm é»pms de uma crise epﬁepma mduzzéa no
%upecampo por exempio a PV das ceiuias GABAemcaS nas ce}uias granuiosas esta .
diminuida, entretanto a Calb nio apresema vanag:ag neste nivel, ou. peio cemraﬁo

se mostra aumf:mada (Hezm‘am & Bz aun, 399 Ba‘zmbmdg.e & Rofrers £9@2}

No vere‘é}ro humam zéesey 3 expressio de Caib como de NO diminui
‘aproxima;dameme em 70-30% em vérias re gzées pamcu’iarmeme 1o nuciﬂo de‘ E
aneﬁ. om pacziemes com doema de Aizheimez (’{abopmo & (‘hmtakos 29%} ”
Efeitos similares  s@o obsenadcas ﬂuma grande vaneéad¢ de ﬁoem,asy
ﬁemadegeneratwas assoaadas 3 idade avam;ada acompanhadoa de mcremem"o do
{a” intracelular, e redugdo da atividade da ATP,.~-Ca’ ,/\zig (Wmeheuae, 1986
Martinez ¢/ al,, ‘1988}. Isto evidencia que as CaBPs, como 2 N@?H~dﬁa§orése, s&o




importantes marcadores da atividade neuronal, e as alteragbes na sua expressdo

indicam alteragBes funcionais das p@puiagaes neuronais espemﬁ@as cujas vias elas

iﬁt’é? ar am

Esm&os comparativos s.ia désﬁi‘cui?é@' das CaBPs Calb, CalR, PV e Calm na
meduia esg::ma% de rato, revelam padrdes de dzsmbmgao especificos com
szzper;msz{;as parcza? em algumas areas. Como no S\IC um clarg pz%d@mmm de
certo tipo de CaB? fot evidenciado em regmeb como 3 iamma I e células ependimazs
(Caﬁ)} ou porcio intemna das laminas 1l ¢ Eﬁ PV CaER zespemamemc) além de‘
apresentarem subs{anmai dﬁnmmm@ da sua xmunexeatmé&de no ¢aso de lesdo
e anvhonecmmaa) A iamma X apfeﬂemou um padmo de dasmbmg:ao da PV e CaiR

| daramente comgiememm (Ren & Ruda 2994}

Seazmd.o este esquﬂma expemencms feztas nas vias ceimergacas do cmtei
cerchral de rato mzdemzamm Srupos de neurbnios cuja expreqsaa de Calb ¢
 NADPH-diaforase ¢ 3muno & hzcto-qmmicam@me identificavel, mas nfo superposta
(Geula et al., 1993). possmnéo um padrao de dzsm%mgae difereme daqueie embzée |
no cer&bro hum&no Idemaos resuiz:adcs faram obtzdos em expemenczas zeahzadas |
no bu‘ibe Gifaiome de ratos, em que grupos d}ferenmades de celulas peﬂgiomemiafes o
demonstraram ser Ca&*o ou NADPH»dmi‘mags poszm*as sem exa?mr caractensmas '

neumnais morfoieg;cas espaczﬁcas ou sitios de dz smbmgao pz edommames para cada

maxca.dor (Arm alo et al. 1993}

A‘ CzﬂR também tem sido objeio de estudo em sua r;eiag;ée: com NADPH-
dinforase no nicleo éécrétério magnogsiﬁiar do hipotélama onde mﬁ nivel minimo
de cawlocaiizzaga@ desses marcadoz es foi observado em nucieos fomzcam Cenmdo a
ausenma total de cowemsteﬁcza ern outros micleos e divisdes thota}amzcas sacere

que tanto & CalR guanto a NADPH«diaferase estio re}ac;wnadas a diferemes fangoes , |




mmp&rtiﬁz&dés por populagfes neuronais hipotalamicas muito restringidas (Arevalo
et ol 1993), | - |

Estudos recentes tentando encontrar uma g;iésivei co-existéncia de NADPH-
diaforase com as C aBPs Calb, PV e CalR nos neurbnios pommos de rato (Dun ef al,

ﬁ%:v} assim como na asta dorsal sapemmai a nivel do qwtema NErVoso penfenco

{Ren & Rw:ia 3994} tambem ap&»mtamm resultados negatzms

| Cons&qﬁemememe, g Qmﬁéﬁo as hipbteses ,segunde as quais newrdnios

contendo NO assimn como aqaeies poaitivoc para as (aBPs Caib Py e CalR

* devenm estar reiamfameme preseﬁados nas doengas nﬁmodegeneramas, sendo seu'

m’vei de preservacio dzreummeme proporcional ao nivel de cmcenirac;ao desseﬂ
fatozes (seﬁdo que as expeneacm» nesse sentido baaeadas em aﬂalz:»es immuno e

histoquimicos descritas no texto parecem EGfOi‘Zﬁi essas thotﬁses) 08 resuitad&s

deseritos nos pamomies zmtenores sagerem que 2 emdencza de ag pmtemag hgantes

de caicm estarem em neurbnios que mo contem &xido nitrico nas regz@es analisadas

_pede ser tomado como regra para mda o szstnma mnosa De fato estudos recentes
sugerem que o5 wrdadems niveis e fungoes éessas substzmczas pamcu}amente Calb

& PV ndo o fielmente refieudcs pe}as tecmcas baseadas na 1mmuno~reatmdadc

ceiuiar (?awpm@ & Chﬁs%akes 3992 Ho‘f & Momson 2991}

Baseados QGS%S cmenes amais esmdos e dgemas ﬁemoéegez}ezamas

. Sugufﬁm que, mzhzande dwersas prowceias de Western bim: PCR. DNA

recombmanie e outm« szmzimeg {Appei et al, 1994}, se tente caractenzar a

e‘{pfesséo oénica dos aivos espemﬁws do célcio mrraceiuiar (wmo a I\sOS) as:»zm

como das CaBPs e outros mensajems intracelulares {NO, por ﬁxempie} e seu papei
na moéuiagaa do limiar para a motte neumﬁai aiem de ewdenczar se estes sxsiemas f

ézfemnmaxs sio comp}ememares ou mutuamente excmdeﬁteg
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho caracterizou propriedades das téenicas imuno ¢ histo-

quimicas para NADPH-diaforase ¢ CaBPs, as quais se mostraram consistentes com

outros trabathos realizados sobre o assunto. Os padroes de marcagdo obtides, tanto

no que faz referéncia a iGcaiizagéo comp & intensidade da coiemgéa e morfologia

ceiaﬁar {pencanos e pmasws} foram &pwpmdos para 0s obje’mos DPIOPOStos €

cs::mc&demes com aqaei&s B descntcs demonsﬁande ~se as»zm a wa‘iadade e

‘ adcquagac dos expemmeﬁw% reahzadc«s

Por m&zo ) dos expenmemes ée mamagao dup%a demomtwu -se que a NADPH-

dmferase € as C&BPD néo apiesemamm ce~3sca€12a§ao no cerf:bro de bmmdeﬁwos '

Estes &ghade:y sugerem gue esies dois sistemas, 0 da N%DPH dza‘iarase e CaBps

apesar de estarem envolvidos em pmcess&s nem‘mms ﬁszo»pamiegw@s, similares,

£st3o gj,resemes em gﬁopulagées ne maas ézfersm S, cuja contribuigio nesses processos

' ,patoiaozws pode ser ccmpiememar
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" ABSTRACT

Both nitric oxide (NQO) and calcium binding proteins (CaBPs) seem to be
involved in some neuropathological processes. In this study, we sought to investigate
if NO and CaBPs are colocalizated in neurons of the mouse brain. Fourteen

C57BL/6J mice were deeply anesthetized and perfused with 4% paraformaldehyde

and their brains were processed for NADPH-diaphorase histochemistry to detect NO
and also subjected to immunohistochemistry with antibodies against calbindin-28kD,
parvalbumin and calretinin. Both fluorescence and peroxidase methods were

employed. Colocalization of neuropeptide Y (NPY) with NOS was performed as

intensity of staining control. NADPH-diaphorase neurons were seen in several brain
regions, which include the cerebral cortex, basal amygdala, hippocampus, olfactory
bulb, cerebellum and subcortical visual pathways. CaBPs were also distributed in
many brain regions, some of wich contained NADPH-diaphorase. However, no
double-labeled cells were seen in the mouse brain, when considering diaphorase-
positivity and either one of the CaBPs tested. These data suggest that despite the fact
that NO and CaBPs appear to be involved in similar neuropathologies, they are
present in different neuronal populations in the mouse brain and thus might

participate in different neural processes.
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