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RESUMO 

 
 
 

A secção do nervo ciático em ratos neonatos pode induzir morte neuronal no gânglio da 

 
raiz dorsal (DRG). A perda neuronal dependeria da idade do animal, da severidade da lesão 
 
e do tipo de neurônio acometido (GILLARDON et al, 1996). A morte de neurônios 
 
sensoriais submetidos a axotomia poderia envolver a produção de óxido nítrico (NO) e seus 
 
derivados (CLOWRY, 1993; YICK et al, 1998). A molécula de NO, por possuir um elétron 
 
desemparelhado em seu orbital externo, é um radical livre que pode interagir com diversas 
 
moléculas intracelulares, inclusive com outros radicais livres. (DAWSON et al., 1993). No 
 
meio intracelular, os radicais livres podem inibir a respiração mitocondrial, causar 
 
peroxidação de lípides da membrana celular e induzir apoptose. No presente estudo, ratos 
 
com dois de vida (P2) foram submetidos a secção unilateral do ciático e tratados 
 
diariamente com o neurohôrmonio antioxidante melatonina durante cinco dias. Nos 
 
neurônios dos gânglios L4 e L5 foram avaliados a imunorreatividade e distribuição tecidual 
 
das proteínas Bax e Bcl-2, da isoforma neuronal da óxido nítrico sintase (nNOS) e das 
 
isoformas 1 e 2 da superóxido dismutase (SOD1 e 2). A análise macroscópica dos gânglios 
 
L4 e L5 de ratos submetidos à secção unilateral do nervo ciático em P2 evidenciou 
 
diminuição dos gânglios ipsilaterais à axotomia, cinco dias após a lesão. Tal fato sugere 
 
atrofia destes últimos em decorrência do estímulo lesivo periférico. A melatonina poderia 
 
exercer efeito neuroprotetor sobre neurônios de grande diâmetro nuclear, uma vez que nos 
 
animais tratados foram observados aumento da imunomarcação para a proteína anti- 
 
apoptótica Bcl-2 e para as enzimas anti-oxidantes SOD1 e SOD2. A secção do nervo 
 
ciático em ratos neonatos (P2) aumenta a imunorreatividade para nNOS cinco dias após a 
 
lesão em neurônios de pequeno diâmetro nuclear, e o tratamento com melatonina não altera 
 
este padrão. Os neurônios de pequeno diâmetro nuclear poderiam agir de modo 
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neuroprotetor parácrino aumentando a produção de NO, mas o mecanismo preciso ainda 
 
não foi estabelecido. 
 

ABSTRACT 
 
 
 
 

Section of sciatic nerve in neonatal rats may induce neuronal death in the dorsal root 
 
ganglia (DRG). Neuronal loss would depend on the age of the animal, severity of injury 
 
and type of neuron (GILLARDON et al, 1996). Death of sensorial neurons submitted to 
 
sciatic transection could involve nitric oxide (NO) production and its derivatives 
 
(CLOWRY, 1993; YICK et al, 1998). NO molecule has an unpaired external orbital 
 
electron and is considered a free radical. It may interact with various intracellular 
 
molecules, including other free radicals. (DAWSON et al., 1993). Inside the cell, free 
 
radicals may cause inhibition of mitocondrial respiration, lipid peroxidation of the cellular 
 
membrane and induce apoptosis. In the present study, newborn rats (P2) were subjected to 
 
unilateral sciatic nerve transection and received daily treatment with antioxidant melatonin 
 
from P2 to P7. Imunohistochemical detection and tissue distribution of Bax and Bcl-2; 
 
neuronal isoform of nitric oxide sintase (nNOS); and of superoxide dismutase isoforms 1 
 
and 2 (SOD1 and 2) in L4 and L5 DRG neurons were evaluated. Macroscopic analysis of 
 
L4 and L5 DRG on rats submitted to sciatic nerve unilateral transection at P2 evidenced 
 
reduction on same side lesion ganglia, five days after injury. Such fact suggests atrophy of 
 
DRG as a result of peripheral harmful stimulus. Melatonin could exert neuroprotective 
 
effect on large nuclear diameter neurons, since treated animals increased immunostaining 
 
for anti-apoptotic protein Bcl-2 and antioxidant enzymes SOD1 and SOD2. Transection of 
 
sciatic nerve in newborn rats (P2) increases immunostaining for nNOS in small nuclear 
 
diameter neurons five days after lesion injury, and treatment with melatonin does not alter 
 
this pattern. Small nuclear diameter neurons could act in paracrine fashion increasing NO 
 
production, but specific mechanism remains unclear. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é composto por uma rede extensa e 

 

complexa de nervos que ligam o sistema nervoso central (SNC) a diversas partes do 
 

corpo. Tais nervos são constituídos por milhares de axônios, sendo que cada axônio parte 
 

de um único neurônio. Os neurônios que conduzem informações da periferia para o SNC 
 

são denominados aferentes ou sensitivos. Aqueles que transmitem impulsos do SNC para 
 

músculos ou glândulas são denominados motores ou eferentes. Os nervos raquianos são 
 

formados pela união de duas raízes que emergem lateralmente da medula espinhal: a raiz 
 

posterior ou dorsal, constituída por fibras sensitivas, e a raiz anterior ou ventral, 
 

composta por fibras motoras. Os corpos celulares dos neurônios sensitivos do nervo 
 

situam-se no gânglio da raiz dorsal (DRG, do inglês dorsal root ganglia). Já os corpos 
 

celulares dos neurônios motores do nervo localizam-se na medula (BEAR, et al., 2002). 
 

De acordo com Lawson e colaboradores (1992), os neurônios do DRG podem ser 
 

classificados em grandes ou pequenos. Os primeiros são caracterizados por apresentar 
 

diâmetro nuclear de aproximadamente 20µm. Por sua vez, os neurônios pequenos possuem 
 

núcleo com cerca de 10µm de diâmetro. Os neurônios grandes emitem axônios 
 

mielinizados, e estão relacionados com a recepção de estímulos mecânicos. Os pequenos 
 

possuem axônios pouco mielinizados ou amielínicos e estão relacionados com captação de 
 

estímulos mecânicos, térmicos e dolorosos. (LAWSON et al., 1992; BELMONTE & 
 

CERVERO, 1996). 
 

Em roedores, os neurônios sensitivos se desenvolvem durante o período 
 

embrionário e pós-natal. O desenvolvimento adequado do sistema nervoso requer 
 

eliminação seletiva e programada de neurônios gerados durante o período embrionário 
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(OPPENHEIM, 1991). Durante a fase neurogênica, ocorre o mecanismo de morte celular 
 

denominado apoptose, principal fenômeno fisiológico determinante do número final de 
 

neurônios por depletar parte da população neuronal (KERR et al., 1972; OPPENHEIM, 
 

1985). Os neurônios que permanecem após esta farão contato com seus respectivos órgãos- 
 

alvo e receberão aporte neurotrófico adequado, garantindo sua sobrevivência (LEVI 
 

MONTALCINI, 1987; OPPENHEIM, 1991; OPPENHEIM et al., 1993, LOWRIE & 
 

VRBOVÁ, 92). Desta forma, o número total de neurônios no DRG é estabelecido durante o 
 

desenvolvimento embrionário e pós-natal precoce. No entanto, eventos lesivos podem 
 

alterar este ambiente, levando a perda celular e, consequentemente, déficit funcional. 
 

Sabe-se que a lesão de um nervo periférico pode causar prejuízos funcionais e 
 

morfológicos severos. Especificamente, a secção (axotomia) do nervo ciático de roedores é 
 

um modelo experimental utilizado para se estudar os mecanismos envolvidos na morte 
 

neuronal induzida por lesão nervosa (ROSENFELD et al., 1997). A quantidade de 
 

neurônios sensitivos do DRG que morrem em decorrência de secção axonal, é maior no 
 

período neonatal do que na fase adulta (ALDSKOGIUS & RISLING, 1981; TESSLER et 
 

al., 1985; SNIDER, 1992, OLIVEIRA, 1997). Acredita-se que fatores neurotróficos 
 

produzidos por células de Schwann do coto proximal do nervo seccionado garantiram a 
 

sobrevivência da maior parte dos neurônios lesados nos animais adultos. No entanto, tal 
 

aporte trófico não estaria disponível para os neurônios no período neonatal (LOWRIE MB 
 

& VRBOVÁ G, 1992; KOLIATSOS et al., 1994). Os fatores neurotróficos são proteínas 
 

caracterizadas pela seletividade de sua ação sobre diferentes populações neuronais, tanto no 
 

sistema nervoso central quanto no periférico. Um destes é o fator de crescimento do nervo 
 

(NGF), presente nos territórios alvo de neurônios sensoriais, de onde é capturado pelos 
 

terminais axônicos destas células e transportados até o corpo celular, onde exerce seus 
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efeitos tróficos (LEVI-MONTALCINI & HAMBURGER, 1951, 1987; RICH et al, 1987). 
 

De fato, os neurônios do DRG são sensíveis a perda do aporte de NGF durante um período 
 

transitório in útero (VOGELBAUM et al, 1998). Experimentos em que foram realizados 
 

auto-imunização de cobaias grávidas contra NGF evidenciaram 85% de perda de neurônios 
 

do DRG da prole, o que resultou em perda de função sensorial (JOHNSON et al, 1980). Por 
 

outro lado, a suplementação exógena do NGF preveniu a morte celular de neurônios 
 

sensitivos durante o desenvolvimento neuronal em aves (HAMBURGUER & YIP, 1984). 
 

Ainda que os eventos relacionados com a perda celular induzida pela secção de 
 

nervo periférico sejam pouco conhecidos até o presente, alguns autores reportaram 
 

evidências sugestivas da ocorrência de apoptose (LOWRIE & LAWSON, 2000; 
 

BAHADORI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002). A apoptose é um processo de morte 
 

celular que envolve uma complexa rede de vias bioquímicas que normalmente garantem o 
 

balanço homeostático entre sobrevivência e morte celular (CHOWDHURY et al, 2006). 
 

Constitui um processo ativo de auto-destruição celular caracterizado morfologicamente por 
 

retração ou encolhimento citoplasmático; condensação da cromatina; fragmentação nuclear 
 

e do DNA; e formação de corpos apoptóticos (WYLLIE, 1981; WYLLIE, 1984). Além de 
 

possuir papel importante no desenvolvimento, a apoptose também regula uma variedade de 
 

eventos fisiológicos que ocorrem ao longo da vida: renovação tecidual; atrofia tecidual 
 

induzida por hormônios; eliminação de células inflamatórias; e a evolução de tecido de 
 

granulação para tecido cicatricial (CHOWDHURY et al., 2006). Poucos estudos buscaram 
 

compreender com mais detalhes o fenômeno de apoptose induzida por axotomia no DRG 
 

(OLIVEIRA et al., 1997; GROVES et al. 1997). Estes autores reportaram a presença de 
 

neurônios apoptóticos no DRG após secção do nervo ciático de ratos, através da técnica que 
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detecta fragmentação de DNA in situ conhecida por TUNEL (do inglês, terminal 
 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling). 
 

As proteínas da família da Bcl-2 são importantes reguladoras do processo de morte 
 

celular no sistema nervoso central. Dentre os componentes desta família, Bcl-2 e Bcl-xL 
 

exercem papel anti-apoptótico. Por sua vez, as proteínas Bax e Bak têm papel pró- 
 

apoptótico. Particularmente, Bax e Bcl-2 regulam a ocorrência de apoptose em resposta a 
 

privação de fatores neurotróficos. O desequilíbrio nos níveis de expressão dessas 
 

moléculas, isto é, predomínio dos agentes pró-apoptóticos sobre os inibidores da morte 
 

celular, determinaria perda neuronal (LINDSTEN et al., 2005). 
 

Recentemente, diversos autores associaram a morte de neurônios submetidos a 
 

axotomia à produção de radicais livres, como o óxido nítrico (NO) e seus derivados 
 

(ARVIDSSON et al., 1986 CLOWRY 1993; MARIOTTI et al., 1997; ESTÉVEZ et al., 
 

1998; YICK et al., 1998; BURNAND et al., 2004; ROGÉRIO et al., 2005). Os radicais 
 

livres são moléculas com um elétron desemparelhado em seu orbital externo, fato que 
 

determina sua reatividade sobre diversas moléculas como proteínas, lipídios, ácidos 
 

nucléicos e açúcares levando ao prejuízo das funções celulares (McCORD et al., 1969). 
 

O NO é produzido pela óxido nítrico sintase (NOS). Esta enzima atua catalisando a 
 

conversão de L-arginina em L-cirtrulina e NO. Até hoje, foram identificadas três isoformas 
 

distintas da NOS: neuronal (nNOS), induzível (iNOS) e endotelial (eNOS). Elas se 
 

diferenciam quanto à dependência de íons cálcio (Ca2+) para que o cofator calmodulina 
 

(CaM) se ligue à enzima. O nível celular de Ca2+
 tem importante papel na regulação da 

 

função catalítica das isoformas neuronal e endotelial, enquanto que a atividade da iNOS é 
 

menos sensível a variações na concentração de Ca2+
 (ALDERTON et al., 2001 

 

BRUCKDORFER, 2005). 
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Sabe-se que a expressão de nNOS é regulada durante o desenvolvimento. Nos 
 

estágios iniciais da embriogênese, antes mesmo do crescimento dos neuritos, todos os 
 

neurônios expressam nNOS (BREDT & SNYDER, 1994). A expressão de nNOS neste 
 

período de desenvolvimento embrionário parece ser inversa a expressão do receptor para 
 

NGF trkA (THIPPESWAMY & MORRIS, 1998). Em 2002, utilizando culturas de 
 

neurônios do DRG, os mesmo autores verificaram que o NGF diminui a expressão da 
 

nNOS. Especificamente, os neurônios do DRG cessariam a produção de nNOS enquanto 
 

os receptores para NGF estivessem ativados. Outros autores mostraram que a secção 
 

periférica dos axônios sensitivos induz os neurônios do DRG a produzirem nNOS 
 

(ZHANG et al, 1993), mas apenas aqueles neurônios de menor tamanho e que possuem a 
 

capacidade de expressar neuropeptídeos (ZHANG et al., 1993; JAIN et al., 2000). Além 
 

disso, sabe-se que a produção de NO em neurônios pequenos do DRG axotomizados 
 

acarreta em síntese de cGMP nas células satélites da glia (THIPPESWAMY & MORRIS, 
 

2001). Os mesmos pesquisadores relatam ainda que nem todas as células satélites que se 
 

encontram ao redor dos neurônios nNOS-positivos produzem cGMP; enquanto que a 
 

maioria dos neurônios grandes que não expressam nNOS são envolvidos por células da 
 

glia produtoras de cGMP. Esta relação sugere um papel das células da glia na 
 

sobrevivência neuronal após evento deletério. 
 

O NO pode se ligar a diversas moléculas presentes nos neurônios, até mesmo com 
 

outros radicais livres como o superóxido (O2-) (BREDT & SNYDER, 1994; GROSS & 
 

WOLIN, 1995; DAWSON & DAWSON, 1996). O O2- tem como principal fonte a 
 

respiração mitocondrial e pode exercer efeitos deletérios, os quais são diminuídos em 
 

condições fisiológicas por um sistema antioxidante intracelular. McCord e Fridovich, em 
 

1969, descreveram pela primeira vez a enzima superóxido dismutase (SOD), uma proteína 
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que possui íons cobre e zinco em sua estrutura e cuja função é catalisar a dismutação do 
 

O2-. A dismutação é um tipo de reação para a decomposição dos radicais livres: no 
 

processo, dois radicais livres iguais reagem, gerando produtos não radicalares. A SOD 
 

reduz o O2- a peróxido de hidrogênio, que é transformado em água pela ação da glutationa 
 

peroxidase. Atualmente são conhecidas três isoformas da SOD: a SOD 1, citosólica ligada 
 

a íons cobre e zinco; a SOD 2, presente na matriz mitocondrial e ligada a íons manganês; e 
 

a SOD 3, extracelular localizada principalmente na matriz extracelular e também ligada a 
 

íons cobre e zinco (ROSENFELD et al., 1997). 
 

Quando existe um desequilíbrio entre a produção e a eliminação do ânion 
 

superóxido, com predomínio da produção (estresse oxidativo), pode ocorrer a reação do 
 

NO com o O2-. Esta reação leva a grande produção de peroxinitrito (ONOO
-
), que é 

 

relacionado com extensos danos celulares como a quebra e fragmentação do DNA, a 
 

peroxidação de lipídeos da membrana, a inibição da respiração mitocondrial, a oxidação de 
 

algumas proteínas e a indução de apoptose em neurônios (LIPTON & NICOTERA, 1998; 
 

SHEN et al., 1998). 
 

Recentemente, evidenciou-se que os efeitos deletérios dos radicais livres no sistema 
 

nervoso central podem ser reduzidos pela melatonina (N-acetyl-5-methoxytriptamina) (para 
 

revisão vide Reiter, 1998). Nos vertebrados a glândula pineal é a principal fonte desta 
 

substância, que também pode ser produzida por outras estruturas, incluindo a retina (PANG 
 

& ALLEN, 1986) e intestino (HUETHER et al., 1992). A função primordial deste 
 

neurohormônio é a sincronia dos ritmos circadianos do organismo com os períodos de 
 

claro/escuro do meio externo (REITER, 1998). 
 

A melatonina desempenha papel neuroprotetor e antioxidante de maneira direta, 
 

pois interage com radicais livres e os inativa; e de maneira indireta, pois aumenta a 
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produção de moléculas antioxidantes celulares e modula a atividade de outras produtoras de 
 

espécies reativas de oxigênio (REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004). 
 

Em condições fisiológicas, a melatonina inibiu a atividade da nNOS em neurônios 
 

cerebelares e hipocampais de ratos (POZO et al., 1994; BETTAHI et al., 1996). Em altas 
 

concentrações (doses farmacológicas), estimulou enzimas antioxidantes, como a glutationa 
 

peroxidase em cérebro de ratos (BARLOW-WALDEN et al., 1995). O tratamento com 
 

melatonina diminuiu a incidência de infartos cerebrais induzidos pela administração de L- 
 

cisteína em camundongos (YAMAMOTO & TANG 1996). Segundo Yamamoto (1996), o 
 

mecanismo de ação da L-cisteína envolveria a superprodução de NO determinando assim, 
 

intensa peroxidação de lipídeos. Observou-se que este neurohormônio protege neurônios do 
 

hipocampo e estriado de camundongos e ratos tratados com MPTP (1-metil-4- 
 

feniltetrahidropiridina) ou 6-OHDA (6-hidroxidopamina), compostos oxidantes utilizados 
 

para a indução da doença de Parkinson em animais (ACUÑA-CASTREVIEJO et al., 1997). 
 

Experimentos de Rogério e colaboradores (2005) mostraram que a melatonina protege 
 

motoneurônios acometidos pela axotomia nervosa periférica de fato, a administração deste 
 

neurohormônio aumentou a expressão da SOD1 na intumescência lombar de ratos neonatos 
 

submetidos à secção do ciático, enquanto que nos ratos apenas lesados houve diminuição da 
 

expressão desta enzima. Por fim, até o presente, pouco se investigou a respeito da ação da 
 

melatonina sobre neurônios do DRG. Ayar e colaboradores (2001) reportaram papel 
 

neuroprotetor desta substância sobre tais células in vitro, ao verificarem redução da 
 

concentração intracelular de cálcio e da ocorrência de morte celular por excitotoxicidade. 
 

Assim, é necessária maior compreensão dos eventos celulares que ocorrem nos 
 

neurônios sensitivos do DRG após a secção do nervo ciático. A premissa deste estudo é 
 

investigar a distribuição tecidual da nNOS, SOD1, SOD2, Bax e Bcl-2 em DRG de ratos 
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neonatos íntegros ou submetidos a secção do ciático durante a primeira semana de vida pós- 
 

natal. Além disso, será investigado se a administração da melatonina altera tal expressão 
 

tecidual e se possui efeito neuroprotetor sobre os neurônios lesados. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
 

OBJETIVO GERAL: 
 

Investigar mecanismos participantes do processo de morte neuronal no gânglio da raiz 
 

dorsal de ratos neonatos submetidos à secção do nervo ciático e possível alteração dos 
 

mesmos após administração de melatonina. 
 
 
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 

 Avaliar quantitativamente a perda de neurônios nos gânglios L4 e L5 de ratos neonatos 
 

submetidos à secção do nervo ciático em P2, cinco dias após a lesão. 
 

 Investigar se a administração diária de melatonina garante a sobrevivência de neurônios 
 

nos gânglios L4 e L5 de ratos neonatos após à secção do ciático em P2, cinco dias após 
 

a lesão. 
 

 Estudar a distribuição tecidual da nNOS nos gânglios L4 e L5 de ratos neonatos 
 

submetidos à secção do nervo ciático em P2, após a lesão e tratamento com melatonina. 
 

 Estudar a distribuição tecidual da SOD1 e SOD2 nos gânglios L4 e L5 de ratos 
 

neonatos submetidos à secção do nervo ciático em P2, após a lesão e tratamento com 
 

melatonina. 
 

 Estudar a distribuição tecidual da Bax e Bcl-2 nos gânglios L4 e L5 de ratos neonatos 
 

submetidos à secção do nervo ciático em P2, após a lesão e tratamento com melatonina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

9 



 
 
 

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 
 

3.1- Animais e grupos experimentais 
 

As análises experimentais foram realizadas em ratos Wistar com idade pós-natal de dois 
 

dias (P2) fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Os animais foram 
 

mantidos junto à mãe durante todo o período experimental (5 dias). No 7º dia de vida (P7) 
 

foram sacrificados. Durante todo o período, foram deixados sob condições controladas de 
 

luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro) e temperatura (21oC). Os animais amamentavam-se 
 

sem restrição de horário e ad libitum. 
 

Os ratos neonatos foram repartidos em grupos de acordo com a prática de axotomia 
 

periférica do nervo ciático e administração de melatonina, além do tempo de sobrevida após 
 

a lesão. Desta forma, os grupos do experimento foram: 
 

1) Grupo Controle P2 (n=5): animais íntegros (sem axotomia) sacrificados em P2. 
 

2) Grupo Controle P7 (n=6): animais íntegros sacrificados em P7. 
 

3) Grupo Salina (n=6): animais submetidos a secção unilateral do ciático (P2), tratados 
 

com veículo de diluição de melatonina (NaCl 0,9% + etanol 5%) e sacrificados em 
 

P7. 
 

4) Grupo Melatonina (n=6): animais submetidos a secção unilateral do ciático (P2), 
 

tratados com melatonina e sacrificados em P7. 
 
 
 

3.2- Procedimentos cirúrgicos para a secção do nervo ciático 

 

Todos os animais com idade P2 foram anestesiados por hipotermia e imediatamente 
 

posicionados em decúbito lateral sob microscópio cirúrgico (DF Vasconcelos, M90). A 
 

incisão cirúrgica foi feita na coxa esquerda e, afastando-se a musculatura, o nervo ciático 
 

foi exposto e seccionado (micro tesoura Vannas, Steel Inox-S.OF3212) ao nível do tendão 
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obturador. Com a finalidade de evitar eventos regenerativos devido ao contato entre os 
 

cotos nervosos, foi removido um segmento de 3mm do coto distal. Em seguida, a 
 

musculatura foi reposicionada e a pele suturada com fio de seda 8-0 (Ethicon). Os animais 
 

foram colocados em local aquecido até despertarem da anestesia. Todos os procedimentos 
 

cirúrgicos foram realizados no mesmo período do dia, entre 12 e 14 horas. 
 
 
 

3.3- Tratamento 

 

A administração da melatonina foi realizada apenas nos animais do Grupo 
 

Melatonina (vide item 3.1) de acordo com o protocolo estabelecido por Kim et al. (1998). 
 

A melatonina foi dissolvida em solução de 5% etanol absoluto: salina (v:v) e administrada 
 

1 hora antes da cirurgia, imediatamente após, 1 hora e 2 horas após a mesma. A partir do 
 

dia seguinte à secção do ciático, a melatonina foi aplicada em dose única no mesmo horário 
 

(14:00 h), durante 5 dias. 
 

De acordo com os resultados obtidos em experimentos prévios em nosso laboratório 
 

(ROGÉRIO et al., 2001, 2002), e conforme dados sobre a farmacodinâmica e a 
 

farmacocinética da melatonina em ratos adultos (GIBBS & VRIEND, 1981; 
 

YELESWARAM et al., 1997; KIM et al., 1998; JOO et al., 1998) e neonatos 
 

(WEINBERG, 1981), a dose empregada foi de 1,0 mg/kg por via subcutânea. Os animais 
 

do Grupo Salina (vide item 3.1) receberam como tratamento apenas o veículo de diluição, 
 

também com dose proporcional ao peso. 
 
 
 

3.4- Obtenção do material biológico para processamento histológico 

 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico 3% (0,1ml/20g, i.p), 
 

submetidos a toracotomia e perfundidos com paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M 
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Nissl = coloração de Cresil Violeta; IHQ = imunoistoquímica. 

 
 
 

pH 7,4. Em seguida, os animais foram eviscerados e mantidos na mesma solução fixadora 
 

por 24 h (4º C). Após, procedeu-se à identificação e dissecação dos gânglios da raiz dorsal 
 

L4 e L5, sob lupa (Carls Weiss 256). Tais gânglios foram estudados, pois a maior parte das 
 

fibras sensitivas do nervo ciático é proveniente destas estruturas (SCHMALBRUCH, 
 

1987). Em seguida, o material foi desidratado em etanol 70% e processado para inclusão 
 

em parafina. 
 

Foram coletados cortes seriados com 7µm de espessura, em lâminas sinalizadas e 
 

gelatinizadas, sem desprezar corte algum. A cada seqüência de sete lâminas, os cortes 
 

foram submetidos aos processamentos histológicos indicados na Tabela 1. 
 
 
 

TABELA 1: Disposição dos cortes coletados nas lâminas e respectiva análise histológica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

3.5- Quantificação dos neurônios sensitivos e análise do diâmetro nuclear 
 

Coloração com cresil violeta foi realizada para a contagem de neurônios sensitivos 
 

dos DRG L4 e L5 bilaterais. Para tal quantificação, foram usados 10 cortes centrais de 
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Lâmina Fixador Cortes Análise 

1 gelatina 1,8,15,22,29,36... NISSL 

2 silano 2,9,16,23,30,37... IHQ - Bcl-2 

3 silano 3,10,17,24,31,38... IHQ - Bax 

4 gelatina 4,11,18,25,32,39... NISSL 

5 silano 5,12,19,26,33,40... IHQ - SOD1 

6 silano 6,13,20,27,34,41... IHQ - SOD2 

7 silano 7,14,21,28,35,42... IHQ - nNOS 



 
 
 

cada DRG e foram considerados apenas neurônios sensitivos com nucléolo evidente e 
 

localizados dentro de uma área pré-determinada de 500 x 700 µm. Esta metodologia 
 

previne a contagem dupla de um único neurônio, pois há um espaçamento de 3 ou 4 cortes 
 

entre os neurônios analisados. Além disso, garante que a contagem foi realizada dentro da 
 

mesma área total para cada gânglio analisado. A razão entre o número de neurônios 
 

contados do lado lesado e o lado normal foi calculada para cada animal e representada pelo 
 

índice de sobrevivência neuronal (ISN). Esta coloração também permitiu a avaliação do 
 

diâmetro nuclear e disposição dos diversos tipos dos neurônios sensitivos. 
 
 
 

3.6 Análises Imunoistoquímicas 

 

Para a detecção imunoistoquímica da SODl, SOD2, nNOS, Bcl-2 e Bax foram 
 

utilizados os seguintes anticorpos primários policlonais: anti-SOD1 (Calbiochem, 574597), 
 

anti-SOD2 (Calbiochem, 574596), anti-nNOS (BD Transduction, N31030), anti-Bcl-2 
 

(Santa Cruz, sc-492) e anti-Bax (Santa Cruz, sc-526). 
 

Para a realização das imunomarcações, os cortes foram desparafínizados em xilol e 
 

re-hidratados em bateria crescente de álcoois e, em seguida, lavados em água destilada. 
 

Nos cortes destinados à detecção de SOD2, nNOS, Bcl-2 e Bax, o bloqueio da peroxidase 
 

endógena foi feito com solução de H202 (10 volumes) e metanol (3:97, v/v) por 15 minutos. 
 

Para a localização da SOD1, efetuou-se tal bloqueio com solução de H202 (10 volumes) e 
 

tampão fosfato 10 mM pH 6,0 (3:97, v/v) por 40 minutos. A recuperação antigênica foi 
 

realizada empregando-se solução Tris-HCI 50 mM pH 9,5 e uréia 5% (SOD2, nNOS,) ou 
 

tampão citrato de sódio 10 mM pH 6,0 (Bcl-2 e Bax), em forno microondas (900W) por 10 
 

minutos. Para SODl, utilizou-se tampão citrato de sódio 10 mM pH 6,0 a 95°C por 5 
 

minutos. Em seguida, foi feito bloqueio dos grupos aldeídos com tampão Tris-Glicina 
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0,1M por 30 minutos e, em seguida, bloqueio dos sítios inespecíficos com solução de leite 
 

em pó desnatado (5%) em tampão PBS pH 7,4 por 1 hora. Os cortes foram incubados com 
 

anticorpo primário, diluído em tampão de bloqueio (SOD1 (1:1000), SOD2 (1:50), nNOS 
 

(1:100), Bc1-2 (1:200) e Bax (1:200)) em câmara úmida por 12 horas à temperatura 
 

ambiente. O anticorpo secundário apropriado (Calbiochem, 402100 (SOD) ou Rockland, 
 

611-1602 (NOS, Bcl-2 e Bax); 1:200) foi aplicado por 2 horas, a temperatura ambiente. A 
 

imunorreatividade foi amplificada através de complexo avidina-biotina (Vectastain ABC 
 

kit, Vector) por 1 hora. 
 

Por fim, a marcação foi revelada através de reação de peróxido de hidrogênio com 
 

diaminobenzidina e as lâminas foram montadas (Entelan, Merck). 
 
 
 

3.7 Análise Estatística 
 

Todos os resultados da contagem foram expressos como médias±EPM, e foram 
 

submetidos a análise de variância (ANOVA), p<0,05, empregando o programa GraphPad 
 

InStat® 3.0. 
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4. Resultados 
 

4.1 Análise Macroscópica dos DRG. 
 

Após a dissecção dos animais foi possível observar qualitativamente a diferença entre o 

 

diâmetro externo dos gânglios do lado não lesado e o lesado (Figs. 1 e 2), tanto nos grupo 
 

Melatonina quanto no Salina. O lado ipsilateral a lesão apresenta aspecto atrófico. 
 

Lesado Não 

Lesado 

L4 
 
 
 

L5 

 
 
 

L6 
 
 
 

Figura 1: Imagem do DRG de L4 a L6 de um animal do 
Grupo Salina. O lado ipsilateral a lesão apresenta gânglios de 
menor diâmetro quando comparado ao contralateral. Linha 
tracejada utilizada para facilitar a comparação qualitativa em 
L5.Barra = 3 mm. 

Lesado Não 

Lesado 
 
 
 
 

L5 

 
 
 
 
 

 
Figura 2: Imagem do DRG L5 de um animal do Grupo 
Salina. O lado ipsilateral a lesão apresenta gânglios de menor 
diâmetro quando comparado ao contralateral. Linha tracejada 
utilizada para facilitar a comparação qualitativa em L5.Barra = 
3 mm. 
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Tabela 2: Média dos valores de ISN no DRG L4 para todos os grupos experimentais. Os valores estão 

 
 

 
4.2 Contagem dos neurônios sensitivos e análise do diâmetro nuclear. 
 

Na Tabela 2 e Figura 3 são apresentados respectivamente os valores médios e a 
 

representação gráfica do Índice de Sobrevivência Neuronal (ISN) calculado para o gânglio 
 

L4 nos diferentes grupos estudados. Independentemente da condição experimental, do 
 

tratamento administrado ou tempo de sobrevida não foi observada diferença estatística 
 

entre os grupos de animais (p>0,05). 
 

 

 
expressos em média±EPM. p>0,05. 
 
 
 
 
 
 

1,2 
 
 
 
0,6 
 
 
 

0 
Melatonina Salina Controle Jovem 
 
 

Figura 3: Representação gráfica dos valores de ISN 
para o DRG L4 expresso na tabela 2. Todos os grupos 
experimentais estão representados. 
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Grupo Média ISN (L4) 

Melatonina (n=6) 1,057 ± 0,064 

Salina (n=6) 1,030 ± 0,076 

Controle (n=6) 1,100 ± 0,098 

Jovem (n=5) 1,038 ± 0,086 



Tabela 3: Média dos valores de ISN no DRG L5 para todos os grupos experimentais. Os valores 

 
 
 
 
 

 
estão expressos em média±EPM. p>0,05. 
 
 
 
 

1,2 
 
 
 
0,6 
 
 
 

0 
Melatonina Salina Controle Jovem 
 

Figura 4: Representação gráfica dos valores de ISN 
para o DRG L5 expressos na tabela 3. Todos os grupos 
experimentais estão representados. 
 
 

Constatou-se uma variedade grande no diâmetro nuclear dos neurônios de gânglios L4 e 

 

L5 de todos os grupos com 7 dias de sobrevida. Foi possível identificar neurônios de 
 

diversos tamanhos nos animais P7, sendo que os maiores apresentavam aproximadamente 
 

20µm de diâmetro, os intermediários cerca de 13µm os menores cerca de 9µm. Nos animais 
 

P2, o número de neurônios grandes se apresentou menor, mas também se encontrou 20µm 
 

como medida máxima de diâmetro. Os neurônios menores, no entanto mediam 
 

aproximadamente 5µm de diâmetro (Figura 5). 
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Grupo Média ISN (L5) 

Melatonina (n=6) 1,007 ± 0,121 

Salina (n=6) 0,992 ± 0,061 

Controle P7 (n=6) 0,964 ± 0,192 

Controle P2 (n=5) 0,945 ± 0,034 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: Imagem de corte histológico de gânglio com coloração de Nissl do Grupo 

Controle. Todos os grupos apresentaram o mesmo padrão. Seta verde: neurônio pequeno. 

Seta amarela: neurônio intermediário. Seta vermelha: neurônio grande. Barra = 100µm. 
 
 
 

4.3 Análise imunoistoquímica para Bax. 
 

O padrão de marcação foi o mesmo em todos os grupos: citoplasmático granular. 
 

Não foi observado diferença no padrão de imunomarcação para Bax quando se comparou 
 

os neurônios localizados no centro e na periferia do DRG. 
 

Dentre os grupos, o Controle P2 apresentou intensidade de marcação maior quando 
 

comparado aos animais dos outros grupos, em ambos os DRG bilateralmente. A marcação 
 

foi mais evidente nos neurônios menores. Nos animais do Grupo Melatonina, apenas os 
 

neurônios com diâmetro nuclear de valor intermediário (aproximadamente 13µm) entre o 
 

dos grandes (20µm) e pequenos (9µm) apresentaram marcação mais intensa, sendo a 
 

imunorreatividade comparavelmente menor nos pequenos e grandes. O lado lesado 
 

apresentou um discreto aumento na marcação, tanto em L4 quanto em L5. 
 

Tanto o Grupo Salina quanto o Controle P7 apresentaram o mesmo padrão de 
 

marcação bilateralmente, tanto em L4 quanto em L5. Especificamente, os neurônios com 
 

diâmetro nuclear intermediário apresentaram-se mais intensamente marcados que os 
 

grandes e pequenos (Figura 6). 
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4.4 Análise imunoistoquímica para Bcl-2. 
 

O padrão de imunorreatividade para Bcl-2 foi citoplasmático e difuso e se mostrou 
 

semelhante entre todos os grupos experimentais. Os neurônios localizados no centro do 
 

DRG apresentaram maior intensidade de marcação quando com parados aqueles 
 

localizados na periferia. 
 

Particularmente, foi possível identificar no Grupo Melatonina que a 
 

imunorreatividade para Bcl-2 foi maior nos neurônios pequenos e intermediários, com 
 

aspecto granular e distribuição predominantemente perinuclear, sem diferença entre o lado 
 

ipsi e o contralateral à lesão. Por sua vez, a marcação nos neurônios grandes foi menos 
 

intensa. Os padrões descritos para os diferentes tipos neuronais não foram alterados pela 
 

axotomia. O lado lesado apresentou marcação mais intensa em neurônios grandes quando 
 

comparado com o lado não lesado. 
 

Ao analisar o Grupo Controle P7 e o Grupo Salina, evidenciou-se marcação 
 

moderada nos neurônios pequenos e médios, e marcação leve nos neurônios grandes, 
 

bilateralmente. 
 

O Grupo Controle P2 apresenta intensidade de marcação aumentada em alguns 
 

neurônios grandes e médios (Figura 7). 
 
 
 

4.5 Análise imunoistoquímica para nNOS. 
 

O padrão da marcação se mostrou semelhante em todos os grupos experimentais, 
 

ocorrendo homogeneamente no citoplasma. 
 

Os animais tratados com melatonina apresentaram maior intensidade de marcação 
 

nos neurônios médios e pequenos, localizados na porção central do DRG, em ambos os 
 
 
 
 

19



 
 
 

lados. Pode-se observar um discreto aumento da intensidade da marcação nestes tipos 
 

neuronais no lado lesado e apenas em L4. 
 

Os animais do Grupo Salina apresentaram resultados semelhantes aos obtidos no 
 

Grupo Melatonina, mas pode-se evidenciar marcação também em L5 do lado lesado. 
 

Notou-se em ambos os grupos um aumento na intensidade da marcação quando comparado 
 

o lado lesado com o não lesado. 
 

Os animais do Grupo Controle e os do Grupo Jovem não apresentaram marcação 
 

evidente para nNOS, independentemente do lado analisado (Figura 10). 
 
 
 

4.6 Análise imunoistoquímica para SOD1. 
 

O padrão de marcação para esta enzima foi citoplasmático e difuso em todos os 
 

tipos neuronais e grupos experimentais. 
 

Nos animais tratados com melatonina foi possível identificar um aumento discreto 
 

de marcação no lado lesado, principalmente em L5 e em neurônios grandes. No entanto, em 
 

alguns cortes pode-se observar um aumento da intensidade também em L4, do lado íntegro. 
 

Nos animais do Grupo Salina a marcação foi semelhante em ambos os lados e gânglios. 
 

Nos animais do Grupo Controle P7 do Grupo Controle P2 não foram observadas 
 

diferenças na intensidade da marcação. (Figura 8) 
 
 
 

4.7 Análise imunoistoquímica para SOD2. 
 

À semelhança da isoforma SOD1, o padrão de marcação para SOD2 também foi 
 

citoplasmático, porém foram verificadas granulações difusas principalmente nos neurônios 
 

com diâmetro nuclear intermediário. 
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Nos animais tratados com melatonina foi possível observar aumento na intensidade 
 

da marcação nos neurônios intermediários tanto em L4 quanto em L5 do lado lesado, em 
 

comparação com o lado íntegro. 
 

Nos animais do Grupo Salina, do Grupo Controle e do Grupo Jovem observou-se 
 

marcação principalmente em neurônios de pequeno e médio diâmetro, sendo que não foram 
 

verificadas diferenças com relação a este padrão dentre tais grupos estudados (Figura 9). 
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Figura 6. Imunoistoquímica para Bax. 
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I J 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

K L 
 

Figura 6. Imunoistoquímica para Bax (Continuação). Imagem representativa de 
neurônios do DRG imunoreagidos para Bax. O padrão de marcação foi o mesmo em todos os 

grupos: citoplasmático granular. A,B L4D de animal do Grupo Controle P2. Apresentou 
intensidade de marcação maior quando comparado aos animais dos outros grupos, em ambos 

os DRG bilateralmente. A marcação foi mais evidente nos neurônios de diâmetro nuclear 

menores.C,D L4E de animal do Grupo Controle E,F L4D de animal de Grupo Salina. Tanto 
o Grupo Salina quanto o Controle P7 apresentaram o mesmo padrão de marcação 

bilateralmente, tanto em L4 quanto em L5. Especificamente, os neurônios com diâmetro 

nuclear intermediário apresentaram-se mais intensamente marcados que os grandes e 
pequenos.Aumento de imunorreatividade em neurônios de pequeno e médio diâmetro 

nuclear. G,H L4E de animal do Grupo Salina. Aumento de imunorreatividade em neurônios 
pequenos e médios. I,J e KL L5D e L5E, respectivamente, de animal do Grupo Melatonina. 
apenas os neurônios com diâmetro nuclear de valor intermediário (aproximadamente 13µm) 

entre o dos grandes (20µm) e pequenos (9µm) apresentaram marcação mais intensa, sendo a 

imunorreatividade comparavelmente menor nos pequenos e grandes. O lado lesado 

apresentou um discreto aumento na marcação, tanto em L4 quanto em L5. Barra: 

A,C,E,G,I,K 200µm; B,D,F,H,J,L 100 µm. 
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Figura 7. Imunoistoquímica para Bcl-2. 
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K L 

 

Figura 7. Imunoistoquímica para Bcl-2 (Continuação). O padrão de imunorreatividade 

para Bcl-2 foi citoplasmático e difuso e se mostrou semelhante entre todos os grupos 

experimentais. Os neurônios localizados no centro do DRG apresentaram maior intensidade 
de marcação quando com parados aqueles localizados na periferia A,B L4D de animal do 

Grupo Controle P2. Apresenta intensidade de marcação aumentada em alguns neurônios 

grandes e médios C,D L4E de animal do Grupo Controle P7 E,F L4D de animal de Grupo 
Salina. Grupo Controle P7 e o Grupo Salina, evidenciou-se marcação moderada nos 

neurônios pequenos e médios, e marcação leve nos neurônios grandes, bilateralmente.G,H 

L4E de animal do Grupo Salina. Aumento de imunorreatividade em neurônios pequenos e 
médios. I,J e KL L5D e L5E, respectivamente, de animal do Grupo Melatonina. A 

imunorreatividade para Bcl-2 foi maior nos neurônios pequenos e intermediários, com 

aspecto granular e distribuição predominantemente perinuclear, sem diferença entre o lado 

ipsi e o contralateral à lesão. Por sua vez, a marcação nos neurônios grandes foi menos 

intensa. Os padrões descritos para os diferentes tipos neuronais não foram alterados pela 

axotomia. O lado lesado apresentou marcação mais intensa em neurônios grandes quando 

comparado com o lado não lesado. Barra: A,C,E,G,I,K 200µm; B,D,F,H,J,L 100 µm. 
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Figura 7. Imunoistoquímica para SOD 1. 

H 

 
 
 
 
 

26 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

I J 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

K L 

 
Figura 8. Imunoistoquímica para SOD 1 (Continuação). O padrão de marcação para esta 
enzima foi citoplasmático e difuso em todos os tipos neuronais e grupos experimentais. A,B L4D 

de animal do Grupo Controle P2. Não possível identificar alteração do padrão C,D L4E de 

animal do Grupo Controle P7. Não possível identificar alteração do padrão.E,F L4D de animal 

de Grupo Controle P7. Grupo Controle P7 e o Grupo Salina, evidenciou-se marcação moderada 

nos neurônios pequenos e médios, e marcação leve nos neurônios grandes, bilateralmente.G,H 

L4E de animal do Grupo Salina. Nos animais do Grupo Salina a marcação foi semelhante em 

ambos os lados e gânglios I,J e KL L5D e L5E, respectivamente, de animal do Grupo 
Melatonina. Pudemos observar um aumento discreto de marcação no lado lesado, principalmente 

em L5 e em neurônios grandes. No entanto, em alguns cortes pode-se observar um aumento da 

intensidade também em L4, do lado íntegro. Barra: A,C,E,G,I,K 200µm; B,D,F,H,J,L 100 µm 
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Figura 9. Imunoistoquímica para SOD 2. 
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Figura 9. Imunoistoquímica para SOD2 (Continuação). Imagem representativa de 
neurônios do DRG imunoreagidos para SOD2. Padrão de marcação citoplasmático com 
granulações difusas predominantemente em neurônios de diâmetro nuclear intermediário. A,B 
L4D de animal do Grupo Controle P2. Não houve alteração do padrão descrito. C,D L4E de 
animal do Grupo Controle. Não houve alteração do padrão descrito. E,F L4D de animal de 
Grupo Salina. Aumento de imunorreatividade em neurônios de pequeno e médio diâmetro 
nuclear. G,H L4E de animal do Grupo Salina. Aumento de imunorreatividade em neurônios 
pequenos e médios. I,J e KL L5D e L5E, respectivamente, de animal do Grupo Melatonina. 
Neurônios com diâmetro nuclear intermediário apresentam imunorreatividade aumentada. 
Barra: A,C,E,G,I,K 200µm; B,D,F,H,J,L 100 µm. 
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Figura 10. Imunoistoquímica para nNOS. 
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Figura 10. Imunoistoquímica para nNOS (Continuação). O padrão da marcação se mostrou 

semelhante em todos os grupos experimentais, ocorrendo homogeneamente no citoplasma.A,B 

L4D de animal do Grupo Controle P2. Não houve marcação. C,D L4E de animal do Grupo 
Controle. Não houve marcação. E,F L4D de animal de Grupo Salina. Aumento de 

imunorreatividade em neurônios de pequeno e médio diâmetro nuclear. G,H L4E de animal do 

Grupo Salina. Os animais do Grupo Salina apresentaram resultados semelhantes aos obtidos no 

Grupo Melatonina, mas pode-se evidenciar marcação também em L5 do lado lesado. Notou-se 

em ambos os grupos um aumento na intensidade da marcação quando comparado o lado lesado 

com o não lesado. I,J e KL L5D e L5E, respectivamente, de animal do Grupo Melatonina. 
Grupo apresetou maior intensidade de marcação nos neurônios médios e pequenos, localizados 

na porção central do DRG, em ambos os lados. Pode-se observar um discreto aumento da 

intensidade da marcação nestes tipos neuronais no lado lesado e apenas em L4. Barra: 

A,C,E,G,I,K 200µm; B,D,F,H,J,L 100 µm. 
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5. Discussão 
 

5.1 Efeito da axotomia sobre a população neuronal do DRG. 
 

Para analisar o efeito da secção do nervo ciático sobre a população neuronal, foi 
 

feita a contagem dos nucléolos evidentes em neurônios pertencentes aos gânglios L4 e L5. 
 

O experimento contou com duas formas de controle: 1) o Grupo Controle P7, composto por 
 

animais sem lesão nervosa; e 2) o lado contra lateral à lesão nos animais axotomizados. Os 
 

resultados do Índice de Sobrevivência Neuronal (ISN) não mostraram diferença 
 

significativa entre os animais de grupos submetidos à lesão (melatonina e salina) e os não 
 

lesados (p>0,05). 
 

De acordo com diversos estudos, a axotomia causa alterações plásticas nos fenótipos 
 

de alguns neurônios do DRG e morte celular em outros (ARVIDSON et al. 1986; 
 

BAHADORI et al. 2001; KISHI et al., 2002; TANDRUP et al., 2000). Por outro lado, 
 

alguns estudos mostram que não existe perda neuronal, ou que esta é apenas relativa 
 

(KNYIHÄR & CSILLIK, 1976; TESSLER et al., 1985; YGGE, 1989). Outros estudos 
 

relatam morte neuronal extensa, entre 20 a 60% da população total dos neurônios do 
 

gânglio (ALDSKOGIUS & ARVIDSSON, 1978; ARVIDSSON et al., 1986, YGGE, 
 

1987). Estudos com animais adultos que relacionam morte e sobrevida neuronal após lesão 
 

relatam haver morte a partir da primeira semana pós-secção, sendo o pico de morte 
 

neuronal no 2º mês (YU et al., 2002, HART et al., 2002). Por sua vez, Whiteside e 
 

colaboradores (1998), em experimento com ratos neonatos, observaram pico de morte entre 
 

o 1º e o 3º dia após lesão. Como possíveis explicações para a discrepância entre os 
 

resultados quantitativos encontrados na literatura, podem-se considerar a variabilidade de 
 

espécies utilizadas nos experimentos; a idade do animal no momento da lesão; diferenças 
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no tipo, severidade e localização da lesão; alterações no tamanho e forma dos neurônios; e 
 

abordagem técnica usada para se avaliar aspectos morfológicos e número de neurônios. 
 

No presente estudo, o método utilizado para se quantificar a população neuronal dos 
 

gânglios estudados baseou-se em índice (Índice de Sobrevivência Neuronal, ISN) calculado 
 

a partir do total de neurônios contados no lado lesado e não lesado em cortes histológicos 
 

seriados e com espaçamento regular entre eles. Esta forma de análise, conquanto permitiu o 
 

estudo histológico e imunoistoquímico do mesmo espécime considerado para a análise 
 

quantitativa pode ter influenciado negativamente tal análise. De fato, não se pode excluir 
 

que a região delimitada em cada gânglio (amostrada nos dez cortes centrais avaliados) pode 
 

não ter representado grupos neuronais suscetíveis à lesão. Especificamente, os neurônios 
 

localizados na periferia do gânglio podem ser suscetíveis a secção do nervo e apresentar 
 

maior extensão de morte quando comparado aqueles mais centrais. Neste caso, apenas a 
 

contagem de todos os neurônios do gânglio permitiria notar possível perda neuronal. 
 

Coggeshall (1992) investigou diferentes metodologias de quantificação de neurônios do 
 

gânglio e sugeriu que para quantificar estas células adequadamente é necessário fazer uma 
 

reconstrução digital tridimensional da estrutura. Esta reconstrução requer cortes finos e 
 

seriados de todo o gânglio sem desprezar corte algum, um procedimento complexo que 
 

consome todo o material e impossibilita a realização de outras análises. Diante desta 
 

dificuldade, Gundersen e colaboradores (1988a) e Sterio (1994) descreveram a técnica de 
 

análise estereológica, que utiliza probabilidades geométricas e proporciona análise 
 

quantitativa relativamente mais simples, confiável e reproduzível; sendo possível avaliar a 
 

morfologia normal, números reais e mesmo degeneração e perda neuronal no gânglio. 
 

Dentre os diferentes métodos de análise quantitativa de neurônios de gânglios da raiz 
 

dorsal, o disector (Sterio, 1984) é considerado adequado para quantificar tais neurônios. 
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Neste método, cortes seriados e paralelos são coletados aos pares (denominados pares de 
 

disector) com espaçamento irregular dentro dos limites do gânglio. O par disector é 
 

constituído por um corte de referência e outro corte espelho (corte subjacente). Os 
 

nucléolos para contagem são identificados no corte de referência, e, se possível, localizados 
 

no corte espelho. Apenas aqueles presentes no corte de referência, mas não no corte espelho 
 

são denominados de tops. A soma de todos os tops dividida pela soma do volume dos 
 

cortesde referência caracteriza a densidade de neurônios no gânglio. Esta estimativa de 
 

densidade pode ser multiplicada pelo volume do gânglio, e o valor encontrado é a 
 

estimativa do número de neurônios na estrutura. 
 

Embora nossos resultados não tenham indicado numericamente perda neuronal, foi 
 

possível identificar macroscopicamente uma diminuição no diâmetro dos gânglios após 
 

dissecação, quando comparados o lado lesado e o não lesado (figura 1). A dissecação dos 
 

gânglios L4 e L5 dos animais íntegros não evidenciou esta diferença. Desta forma, pode-se 
 

sugerir que ocorreu uma significativa atrofia do gânglio, provavelmente devida a perda 
 

neuronal decorrente da axotomia. 
 
 
 

5.2 Análises Imunoistoquímicas para a proteína Bax. 
 

Foi avaliada a imunomarcação para a proteína pró-apoptótica Bax nos diversos 
 

grupos experimentais. Em todos eles o padrão de marcação se mostrou citoplasmático, 
 

discreto e granular. Não foi possível identificar diferenças quanto à marcação dos neurônios 
 

localizados no centro e na periferia em todos os grupos. Este padrão na marcação está de 
 

acordo com o observado por Gillardon e colaboradores (1996), que encontraram aumento 
 

na marcação apenas em neurônios pequenos, com padrão citoplasmático e granular difuso. 
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Os animais do Grupo Controle P2 apresentaram intensidade maior de marcação 
 

quando comparado aos outros grupos, em ambos os gânglios. Este dado é condizente com 
 

os encontrados por Guillardon e colaboradores (1996) e Thippeswammy em 2001 A 
 

presença da Bax no Grupo Contole P2 sugere a ocorrência de morte celular decorrente de 
 

apoptose durante este período pós-natal. 
 

No grupo melatonina não houve diferença significativa entre o lado lesado e o não 
 

lesado. A intensidade da marcação se encontrou pouco aumentada nos neurônios médios 
 

quando comparados aos outros neurônios de tamanhos diferentes. No entanto, estes 
 

neurônios parecem expressar Bax de maneira constitutiva, pois não foi possível identificar 
 

diferença entre o lado lesado e não lesado. De qualquer modo, a melatonina parece não 
 

apresentar mecanismo protetor via alterações na expressão de Bax. 
 

Burnard e colaboradores (2004), ao estudar os mecanismos envolvidos na resposta 
 

frente injúria nervosa sensitiva em modelo de diabetes experimental, não observaram 
 

alterações na expressão das proteínas relacionadas a apoptose. Como explicação, propõem 
 

que o tempo de vida do animal no momento da lesão é importante, isto é, para diferentes 
 

idades em que o animal fosse lesado corresponderiam perdas neuronais de diferentes 
 

extensões. Gillardon e colaboradores, em 1996, observaram que a imunomarcação para Bax 
 

foi intensificada apenas seis dias após a lesão, concomitante com o início da fase de 
 

degeneração dos neurônios. Contudo, os autores utilizaram animais com 3 semanas de vida 
 

no momento da lesão, o que reforça a hipótese acima mencionada de Burnard e 
 

colaboradores. 
 

Os animais do Grupo Salina e do Grupo Controle não apresentaram diferença 
 

significativa na imunomarcação para Bax. Estudos do nosso laboratório mostram aumento 
 

da síntese de mRNA para Bax na intumescência lombar e o numero de células Bax- 
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positivas no corno dorsal ipsilateral, um dia após a lesão (ROGÉRIO et al., 2006). No 
 

presente estudo, a análise foi realizada cinco dias após a lesão. É possível que tais 
 

alterações possam ter ocorrido nas células dos gânglios da raiz dorsal e não tenham sido 
 

detectadas devido ao tempo de sobrevida avaliado. Desta forma, a lesão realizada no 
 

presente estudo parece não ser responsável por alterar a distribuição tecidual desta proteína 
 

cinco dias após o estímulo lesivo. Finalmente, experimentos que investiguem alterações da 
 

expressão da Bax após lesão em diferentes idades e após diferentes tempos de sobrevida no 
 

presente modelo experimental são necessários. 
 
 
 

5.3 Análises Imunoistoquímicas para a proteína Bcl-2. 
 

No presente estudo foi possível evidenciar aumento de marcação (citoplasmática, 
 

difusa e moderada) para Bcl-2 nos neurônios em região central do gânglio quando 
 

comparados aqueles localizados na periferia. Este fato sugere que neurônios do gânglio da 
 

raiz dorsal expressam constitutivamente diferentes proteínas durante o desenvolvimento, de 
 

acordo com suas distintas funções e/ou distribuição espacial. Foi possível observar 
 

prevalência de marcação em neurônios médios e pequenos, e rara marcação nos neurônios 
 

grandes no Grupo Melatonina, independente do gânglio observado. O lado lesado 
 

apresentou leve aumento de imunomarcação para Bcl-2 em neurônios grandes, o que pode 
 

indicar resposta neuroprotetora desta substância apenas para esta classe de neurônios. Não 
 

foi identificado aumento na imunomarcação nos neurônios grandes do gânglio do lado 
 

lesado no Grupo Salina, desprovidos de tratamento neuroprotetor. 
 

Os animais do grupo Controle P2 não apresentaram marcação aumentada em 
 

neurônios grandes e médios, mas tal proteína anti-apoptótica parece ser expressa de 
 

maneira constitutiva durante o desenvolvimento pós-natal recente. 
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É possível que a morte nos neurônios sensitivos após lesão ocorra por via apoptótica 
 

independente da regulação pela Bcl-2. Bahadori e colaboradores (2001) relatam haver 
 

fagocitose de neurônios que morreram por apoptose no gânglio após axotomia, o que 
 

impossibilita a identificação em análises imunistoquímicas. 
 
 
 

5.4 Análises Imunoistoquímicas para a enzima nNOS. 
 

Os resultados relativos a imunomarcação para nNOS sugerem que, no período pós 
 

natal recente, esta enzima não possui papel fundamental em condições fisiológicas. De fato, 
 

os animais íntegros do Grupo Controle P2 e do Grupo Controle P7 não apresentaram 
 

marcação para nNOS. Entretanto, a axotomia do nervo ciático induziu o aumento da 
 

expressão desta enzima. Nos animais do Grupo salina e Melatonina foi possível evidenciar 
 

aumento na marcação quando foram comparados o lado lesado com o não lesado. 
 

Em estudo que acompanhou o desenvolvimento embrionário, Thippeswammy 
 

(2002) descreve a importância do NO durante a fase neurogência do desenvolvimento. De 
 

acordo com o autor, os neurônios do DRG in útero expressam intensamente nNOS. Assim, 
 

é possível inferir que o NO possui papel relacionado com a manutenção celular durante o 
 

desenvolvimento dos neurônios do DRG. Finalmente, após o nascimento, período em que o 
 

aporte trófico aos neurônios sensitivos é garantido em parte por fatores sintetizados na 
 

periferia (principalmente o NGF), a expressão de nNOS. 
 

Assim, pode-se sugerir que os neurônios do gânglio atravessam fases distintas nas 
 

quais os fatores neurotróficos desempenham diferentes funções. Durante a primeira fase - 
 

neurogênica e de crescimento dos neuritos - os neurônios do gânglio não são dependentes 
 

de fatores neurotróficos periféricos para a sobrevivência. O NO parece desempenhar papel 
 

importante, pois se evidencia um aumento na expressão de nNOS (BREDT & SNIDER, 
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1994). Numa fase seguinte, ao estabelecer contato com a periferia, os neurônios recebem 
 

aporte neurotrófico dos órgãos-alvo por eles inervados e se tornam dependentes deste 
 

aporte para sobrevivência, diminuindo a expressão de nNOS. Como dependem dos fatores 
 

neurotróficos periféricos para sobrevivência, os neurônios do DRG iniciam uma 
 

competição por regiões fornecedoras deste aporte. É nessa fase de competição que 
 

evidencia-se a redução no número total de neurônios. Após o término desta fase 
 

competitiva, é estabelecido o número total de neurônios do DRG. Nesta fase do 
 

desenvolvimento, considera-se que as células de Schwann exercem importante papel para 
 

manutenção da a sobrevivência dos neurônios, visto que também sintetizam fatores 
 

neurotróficos. 
 

Thipeswammy (2002 e 2005) sugere que os neurônios pequenos possuem papel 
 

fundamental na sobrevivência neuronal. Este autor relatou que, após secção do nervo, os 
 

neurônios menores apresentam aumento na expressão de nNOS, resultado que corrobora 
 

com os resultados encontrados em nosso estudo. Ainda, segundo Thipeswammy (2002 e 
 

2005), o NO possuiria efeito neuroprotetor autócrino nos neurônios menores, 
 

provavelmente por inibir a síntese de Bax e a ativação da caspase. O NO sintetizado nos 
 

neurônios pequenos se difundiria de maneira parácrina para os neurônios grandes e ativaria 
 

o cGMP nas células satélites da glia. As células satélites desempenhariam efeito 
 

neuroprotetor sobre os neurônios grandes por inibir a síntese de moléculas pró-apoptóticas 
 

(Figura 10). 
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Figura 11. Ilustração esquemática da ação neurpoprotetora do NO após lesão do nervo. A axotomia 
determinaria perda de aporte trófico (NGF) proveniente dos tecidos alvo, o que resultaria em aumento da 
expressão de nNOS nos neurônios pequenos. O NO atuaria aumentando os níveis de cGMP nas células 
satélites, que exerce efeito neuroprotetor sobre os neurônios grandes. (THIPPESWAMMY & MORRIS, 2002) 
 
 
 

No presente estudo, não foram obtidos resultados semelhantes aos descritos por 
 

outros autores que relatam morte neuronal em gânglio da raiz dorsal após lesão nervosa 
 

periférica (ALDSKOGIUS & ARVIDSSON, 1978; ARVIDSSON et al., 1986, YGGE, 
 

1987; WHITESIDE et al., 1998). Por outro lado, resultados descritos por outros autores 
 

corroboram nossos achados relativos à não detecção de perda neuronal. Durante o período 
 

de desenvolvimento pós-natal, os neurônios do gânglio se tornam menos suscetíveis à falta 
 

de suporte de NGF, contrariando a dependência por este fator neurotrófico verificada no 
 

período embrionário (RICH et al, 1984). De fato, estudos in vitro demonstram que os 
 

neurônios do gânglio embrionários necessitam de NGF para sobreviver. A retirada de NGF 
 

no 15º dia de desenvolvimento embrionário (E15), resultou em morte celular por apoptose 
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(TONG et al, 1996). Tal fato sugere dependência de aporte neurotrófico relacionada com a 
 

idade e época do desenvolvimento. A retirada de fatores neurotróficos precocemente no 
 

período embrionário E10 resulta em extensa morte neuronal, em comparação com a retirada 
 

em período mais tardio (E21) ou no período pós-natal; neste último caso, induzida através 
 

de axotomia do nervo (TONG et al, 1997). O mecanismo molecular que explica a menor 
 

suscetibilidade neuronal a estímulos lesivos em períodos mais tardios do desenvolvimento 
 

ainda é desconhecido. 
 

Thippeswammy e Morris (2002) sugerem que após secção periférica axonal no 
 

período pós-natal, os neurônios do gânglio são desprovidos de NGF proveniente dos 
 

tecidos alvo. De maneira semelhante ao período in utero, aumentam a expressão de nNOS e 
 

consequentemente a síntese de NO. Esta resposta parece acontecer apenas nos neurônios 
 

que expressam receptores trkA. Em conseqüência do aumento na síntese de NO, as células 
 

da glia sintetizam cGMP, que parece estimular a produção de NGF para promover a 
 

sobrevivência neuronal e estimular possível regeneração axonal. 
 
 
 

5.5 Análises Imunohistoquímicas para a enzima SOD 1 e SOD 2. 
 

Com padrão de marcação citoplasmático difuso, a imunomarcação para SOD1 foi 
 

notada em todos os neurônios grandes e pequenos de todos os grupos, independentemente 
 

da lesão. Especificamente, tal imunorreatividade foi discreta nos neurônios dos animais 
 

íntegros (Grupos Controle P7 e Controle P2). 
 

Nos animais tratados com melatonina foi possível identificar um aumento na 
 

intensidade de marcação do lado lesado, principalmente em L5 e em neurônios grandes. 
 

Este achado pode ter sido conseqüente a diferentes respostas que os diversos tipos de 
 

neurônios possuem frente a um estimulo lesivo. Neste caso, a SOD1 poderia estar 
 
 

40



 
 
 

desempenhando papel protetor anti-oxidante nos neurônios de maior tamanho, 
 

provavelmente estimulado pela ação da melatonina (ROGÉRIO et al., 2005). 
 

A marcação para SOD2 se mostrou semelhante à da SOD1 e parece ser expressa de 
 

forma constitutiva nos neurônios. Os animais do Grupo Melatonina apresentaram aumento 
 

na imunoreatividade desta isoforma apenas em neurônios intermediários, o que sugere ação 
 

antioxidante específica para esta classe de neurônios. 
 
 
 

5.6 Ação neuroprotetora do neurohormônio Melatonina 
 

Até o presente, não existem na literatura trabalhos sobre o papel antioxidante direto 
 

da melatonina sobre neurônios do gânglio da raiz dorsal. No entanto, Ayar e colaboradores 
 

(2001) reportaram ação neuroprotetora deste neurohormônio sobre tais tipos celulares. 
 

Estes autores investigaram a ação da melatonina sobre os canais de cálcio ativados por alta- 
 

voltagem e a concentração intracelular de cálcio (Ca2+) em cultura de neurônios do DRG de 
 

ratos neonatos. A administração exógena de melatonina inibiu os canais de cálcio ativados 
 

por alta-voltagem de maneira dose-dependente. Sendo assim, a melatonina seria capaz de 
 

prevenir perda neuronal por excitotoxicidade, uma vez que altos níveis de cálcio 
 

intracelular podem desencadear processo de morte celular mediado inclusive por aumento 
 

de síntese de radicais livres. Tal ação caracterizaria um papel antioxidante indireto da 
 

melatonina sobre os neurônios do gânglio da raiz dorsal. 
 

Finalmente, o presente estudo não permitiu evidenciar efeito neuroprotetor da 
 

melatonina sobre os neurônios do gânglio da raiz dorsal, cinco dias após a secção do ciático 
 

de ratos neonatos P2. Futuras análises baseadas em estímulos lesivos realizados em animais 
 

com diferentes idades e tempos de sobrevida poderiam evidenciar perda neuronal 
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determinada pela secção do nervo ciático, bem como possível efeito neuroprotetor da 
 

melatonina no presente modelo experimental. 
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