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Resumo

Em 36 espécies de Carassius auratus (L.) estudou-se a 
porçao caudal da medula espinhal.

Os peixes, separados em três grupos de 12 exemplares , 
foram tratados diariamente, durante seis dias, com injeções via 
peritoneal de 100 y£ de diferentes drogas: solução salina 0,6% 
(grupo controle, grupo " A" ); metopirona (grupo " B " ); dexame 
tasona (grupo " C" ).

A imunocitoquímica com anti-soro urotensina I de Catos 
tomus commersoni e urotensina II de Gillichthys mirabilis, com
binada com análise morfométrica computadorizada, foram utiliza
das para investigar a ação do nível de corticóide sobre os neurô 
nios imunorreativos a urotensina I (UI-ir) e a urotensina II 
(UII-ir) do sistema neurossecretor caudal do peixe dourado.

Ao microscópio óptico, verificou-se que os neurônios se 
cretores imunorreativos à UI agrupavam-se em duas populações : cé 
lulas neurossecretoras pequenas (parvocélulas) e neurônios imu
norreativos de maior tamanho (magnocélulas). A análise morfomé
trica mostrou que, nos peixes tratados com metopirona, as áreas 
das superfícies celulares e nucleares das células neurossecreto 
ras imunorreativas à UI diminuíram significativamente, em rela- 
çao ao grupo controle. Ao contrário, nos exemplares tratados
com dexametasona, os resultados apresentaram um aumento signi-
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ficativo das áreas celulares e nucleares.
Os cortes histológicos também apresentaram imunorreati 

vidade com UII e foram identificados três grupos celulares: cé
lulas neurossecretoras pequenas, de tamanho intermediário e gran 
des. Em células pequenas e grandes, fortemente imunorreativas à 
UII, observaram-se algumas ramificações dendríticas bulbares que, 
atravessando as células do revetimento do canal central, entram 
em contacto com o fluido cerebrospinal.

A análise morfométrica mostrou que as áreas dos neurô 
nios imunorreativos à UII que não contactam o fluido cerebrospi 
nal e de seus núcleos, diminuíram significativamente após o tra 
tamento com metopirona. Porém, as injeções de dexemetasona não 
determinaram alterações significativas no pericãrio e núcleo das 
células neurossecretoras de UII-ir que não contactam o fluido 
cerebrospinal, dos peixes do grupo " C" . Somente nas células 
que contactam o fluido cerebrospinal, o aumento da área dos neu 
rônios e de seus núcleos foi significativo, nos exemplares des
te grupo.

A imunorreação obtida em cortes adjacentes tratados com 
anti-soros para UI e UII revelou a possibilidade da co-exixtên- 
cia de UI-ir e UII-ir em um mesmo neurônio. Todas as células neu 
rossecretoras apresentaram imunorreatividade para UII. A co-lo- 
calização de imunorreatividade para UI e para UII foi observada 
em alguns pericãrios neurossecretores. Não foram notadas células 
neurossecretoras contendo imunorreatividade para UI, somente.

Nos peixes submetidos a tratamento com metopirona, os 
níveis de cortisol do plasma sanguíneo estavam significativamen 
te elevados, quando comparados com aqueles que receberam inje -
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ções de dexametasona; nestes, o cortisol plasmãtico mostrou ní
veis muito baixos, ou até não detectáveis.

Esses resultados demonstram que os hormônios adrenocor 
ticosterõides influenciam a atividade secretora do sistema neu- 
rossecretor caudal do peixe dourado e sugerem que os hormônios 
adrenocorticosterõides promovem a secreção seletiva de UI, mas 
não de UII.

Novas investigações serão necessárias para determinar 
se os hormônios adrenocorticosterõides influenciam a secreção de 
UI diretamente por ação sobre as células Dahlgren, ou indireta
mente alterando processos fisiológicos, como a osmorregulação , 
que é, por sua vez, regulada pela UI.
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Summary

The caudal spinal cord was dissected from 36 specimens
of Carassius auratus (L.) and studied.

Fish were divided into three groups, with 12 specimens
per group. Each group received a 6 day treatment involving pe
ritoneal injections of 100 y S, saline 0.6% (control group), me- 
topirone or dexamethasone.

Immunocytochemical investigations with an antiserum to 
Catostomus commersoni urotensin I and Gillichthys mirabilis u- 
rotensin II, combined with computor-assisted morphometric ana
lysis were used to assess the effects of corticoid status on 
urotensin I-immunoreactive (Ul-ir) and urotensin II-immunoreac 
tive (Ull-ir) on neurons of the goldfish neurosecretory system.

Light microscopy revealed that Ul-ir neurons were dis
tributed in two populations: small (parvocellular) neurosecre
tory cells and large (magnocellular) secretory neurons. Morpho 
metric analysis revealed, with fish treated with metopirone, 
significant decreases in both cellular and nuclear areas of the 
Ul-ir cells, compared with those of the control group. In con
trast with the results obtained with metopirone, dexamethasone 
administration resulted in significant increases in both cellu 
lar and nuclear area of Ul-ir neurons.

Histological sections also demonstrated immunoreactivi
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ty with the UII antiserum and indicated the presence of three 
different cell groups, namely small-, medium- and large-sized pe 
rikarya. Some small and large strongly UII-ir neurons gave rise 
to bulbous dendrite-like processes that were in contact with the 
cerebrospinal fluid.

Morphometric analysis indicated with fish treated with 
metopirone, significant decreases in both cellular and nuclear 
areas of the cerebrospinal fluid contacting UII-ir cells. Howe
ver, dexamethasone injections did not give rise to significant 
variations in perikarya and nuclear areas of UII-ir cells that 
did not contact with cerebrospinal fluid. The cerebrospinal 
fluid contacting cells of fish receiving dexamethasone revealed 
significant increases in cellular and nuclear areas.

Immunocytochemistry on adjacent sections treated with 
UI or UII antiserum indicated the possibility of co-existence 
of Ul-ir and UII-ir in the same neuron. All neurosecretory cells 
contained UII immunoreactivity. A colocalization of UII- and UI- 
immunoreactivities was observed in many, but not all of the neu 
rosecretory perikarya. No neurosecretory cells contained Ul-im- 
munoreactivity only.

Metopirone treated goldfish showed a.significant in - 
crease of plasma cortisol levels, in contrast with fish treated 
with dexamethasone which had low or undetectable levels of cor
tisol .

These results demonstrate that adrenocorticosterois her 
mones influence the secretory activity of the goldfish caudal 
neurosecretory system and suggest that adrenocorticosteroid hor
mones promote the selective secretion of UI, but not of UII.

Further investigations will be required to determine if
xxviii



adrenocorticosteroid hormones influence the secretion of UI di
rectly by actions on Dahlgren cells or indirectly by altering 
physiological processes (i.e., osmoregulation)which are in turn 
regulated by UI.
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Em vez de lamentar a juventude 
universitária, saibamos dar-lhe 
animo, ensinando-lhe o caminho 
da ciência e da verdade. E, a 
juventude sabe agradecer com 
uma resposta surpreendente ... 
Elvio CLEMENTE



OBJETIVOS

Demonstrar a ocorrência e a localização dos neurônios 
que elaboram urotensina I e urotensina II no sistema 
neurossecretor caudal de Carassius auratus

Investigar a possibilidade de co-localização dos neuro- 
peptídios urotensina I e urotensina II no sistema neu
rossecretor caudal de Carassius auratus

Determinar se a atividade secretora dos pericários que 
elaboram urotensina I e urotensina II é influenciada 
pelos hormônios adrenocorticosteróides



1 Introdução

Os peixes, vertebrados primitivos (ORR, 1986), apre
sentam características especiais em seu sistema nervoso e 
neuroendõcrino, que permitem importantes pesquisas neurobio- 
lógicas (ARNT et alii, 1990; BERN & LEDERIS; 1969; BERN et 
alii, 1985; COHEN & KRIEBEL, 1989; FALKMER et alii, 1984;
FRIDBERG & BERN, 1968; FRYER & BOUDREAULT-CHÃTEAUVERT, 1981, 
1985; FRYER et alii, 1988; KOBAYASHI et alii, 1986a; KRIEBEL 
et alii, 1985; LEDERIS et alii, 1974; PETER & FRYER, s.d.).

Os teleósteos, exceto os peixes integrantes das famí
lias Molidae, Sygnothidae e Muraenidae (FRIDBERG,1962), apre
sentam neurônios secretores especiais, descritos por DAHLGREN 
(1914), que estendem seus axônios a uma expansão caudal 
(ENAMI, 1955) conhecida como urõfise (HOLMGREN, 1959). O
conjunto formado pelas células neurossecretoras, seus axô
nios e pela urõfise produz, armazena e libera neuro-hormô- 
nios, entre eles, urotensina I (UI) (ICHIKAWA et alii, 1982) e 
urotensina II (UII) (BERN et alii, 1973) , formando um verda
deiro sistema endõcrino (sistema neurossecretor caudal) (ENAMI, 
1955).

O sistema neurossecretor caudal dos teleósteos possui 
vários circuitos sinãpticos locais, circundados por densa
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rede capilar, com importantes funções neurofisiológicas e 
neuroendõcrinas (MORITA et alii, 1961).

As técnicas imunocitoquímicas influenciaram profunda
mente o desenvolvimento da neurobiologia, nos últimos dois 
decénios.

As reações imunocitoquímicas são específicas e a es
pecificidade depende da valorização dos fatores (fig. 1) que 
influenciam o resultado final dessas reações. Uma das condi
ções para a especificidade é a prova de que a substância em 
investigação, no tecido, é realmente imunorreativa a um anti- 
soro puro específico (POOL et alii, 1982) .

Testes de especificidade permitem a comprovação de 
uma imunorreação e demonstram, como resultado, a localização 
de um determinado antígeno, em um dado tecido, por estímulo 
de um anti-soro específico. Assim, o emprego das reações 
imunocitoquímicas tornou-se um dos mais poderosos instrumen
tos para identificar os transmissores específicos dos neurô
nios (COHEN & KRIEBEL, 1989; MACMILLAN & CUELLO, 1986) , bem 
como as enzimas biossintéticas (GEFFEN, 1982) , ou estudar 
novos neuropeptídios (BERN et alii, 1985; LEDERIS et alii, 
1985b, 1987).

A presença dos peptídios urotensina I-imunorreativa 
(UI-ir) e urotensina II-imunorreativa (UII-ir) nas células 
do sistema neurossecretor caudal da medula espinhal, de es
pécimens de Carassius auratus (L.), é pesquisada neste expe
rimento. Essa espécie, conhecida como peixe dourado ("gold
fish"), é o teleõsteo mais investigado quantoâregulação neu-
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Preservação da #  ̂ Preservação da
antigenicidade morfologia

Figura 1. Diagrama representivo das relações mútuas entre os fa
tores que influenciam o resultado final de um processo 
de reação imunocitoquimica.
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roendócrina e neurofisiológica (FRYER, 1981, 1989; FRYER & 
BOUDREAULT-CHÂTEAUVERT,1981; FRYER et alii, 1984, 1985a; FRYER 
& LEUNG, 1982; ICHIKAWA et alii, 1982, 1984, 1988; KOBAYASHI 
et alii, 1986b; MAETZ et alii, 1963; McMASTER& LEDERIS, 198 8; 
MIDDLEBROOK & FRYER, 1984; YAMADA et alii, 1985, 1988; YULIS 
& LEDERIS, 1986b, 1987, 1988b).

O protocolo experimental desta investigação imunoci- 
toquímica e morfomêtrica realizada no peixe dourado, visa 
demonstrar e avaliar a atividade secretora dos neurônios da 
medula espinhal caudal que elaboram UI e UII de um grupo 
controle de peixes. Em outros dois grupos distintos de Ca
rassius auratus, a atividade secretora dos neurônios da me - 
dula espinhal caudal que produzem UI e UII, será observada 
direta e indiretamente por imunorreações e pela morfometria, 
após administração de metopirona e dexametasona. A influên - 
cia desses fármacos no nível de corticóide do plasma sanguí
neo será estimada por técnica de radioimunoensaio.

A presença dos neuropeptídios UI-ir e UII-ir em um 
mesmo corte será investigada pelas observações dos prepara
dos imunocitoquímicos, em cortes seriados adjacentes, atra
vés de testes de co-localização.

Segundo PETER & FRYER (s.d.), a regulação dos mecanis 
mos fisiológicos e neuroendócrinos que elaboram, armazenam e 
liberam neuro-hormônios ou neurotransmissores depende de 
impulsos e estímulos centrais e periféricos. Estímulos físi
cos, químicos ou físico-químicos, de qualquer ordem, podem 
excitar os sensores, externos ou internos de um animal, pro
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vocando respostas em seus mecanismos de regulação neuro- 
endócrina.

Os fármacos metopirona e dexametasona(CARNES et alii, 
1987; REBAR, 1986), agindo como estímulos químico-farmacoló- 
gicos, interferem no eixo hipotãlamo-hipõfise-adrenal, per - 
mitindo estudar e avaliar os efeitos diretos e indiretos das 
alterações neuro-hormonais sobre a atividade secretora dos 
neurônios do sistema neurossecretor caudal.

Os estudos imunocitoquímicos realizados em tecidos 
do sistema nervoso e endõcrino de vertebrados superiores e 
inferiores, têm significativa impotância biomédica(KOBAYASHI 
et alii, 1986b).

0 entendimento dos processos endõcrinos dos vertebra
dos inferiores, tem provido informações fundamentais para a 
compreensão dos sistemas de mamíferos. O aparente conserva - 
cionismo no aspecto anatômico da maioria dos sistemas neu - 
rossecretores do cérebro dos vertebrados, sugere que os ani
mais não mamíferos são, em geral, modelos apropriados para 
investigação.

A compreensão das alterações evolutivas na escala zo
ológica com o conhecimento dos mecanismos e funções origi
nais de um organismo, como por exemplo, o mecanismo de regu
lação neurofisiolõgica e a fisiologia neuroendócrina em ver
tebrados inferiores, tornará mais fácil a compreesão e a 
interpretação desses fenômenos nos vertebrados superiores.

Quando se conhece mais da história filogenética e on- 
togênica de cada espécie, pode-se conseguir um entendimento 
mais profundo do maravilhoso mundo animal.



2 Revisão da Literatura

2.1 Sistema Neurossecretor Caudal dos Peixes

ARSAKY (1813) observou em alguns peixes, pela pri
meira vez, a presença de um alargamento na região caudal da 
medula espinhal, o qual foi descrito anatomicamente por di
ferentes biólogos do século XIX e do início deste século 
(VERNE, 1914; FAVARO, 1925).

Mais tarde, DAHLGREN (1914), trabalhando com onze es
pécies de raia (Rajidae), descreveu a presença de células 
grandes, com características secretoras, na região caudal da 
medula espinhal. Essas células foram relacionadas, pelo mes
mo, com o sistema elétrico dessas espécies.

A presença de grânulos eosinófilos, reunidos densa
mente ao redor dos vasos sanguíneos do alargamento caudal 
da medula espinhal, foi observada por VERNE (1914) em onze 
espécies de teleósteos. Ele relacionou o alargamento caudal 
da medula espinhal dos teleósteos com o lobo neural da hipó
fise dos vertebrados superiores, uma vez que algumas células 
desta região eram consideradas secretoras de neuro-hormônios.

SPEIDEL (1919) observou que a raia adulta, Raia ocel- 
lata, apresenta 120 vértebras. As células neurossecretoras,
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em número próximo a 600, são encontradas ao longo da medula 
espinhal, a partir da sexagésima vértebra, até o final da re
gião caudal. No mesmo experimento, o autor descreveu fun
ção secretora para as células descobertas por DAHLGREN 
(1914), contrariando as conclusões deste pesquisador.

Mais tarde, SPEIDEL (1922) relatou função secretora 
de algumas células do sistema nervoso e confirmou a presença 
de células neurossecretoras caudais em 30 espécies de peixes 
entre teleósteos, elasmobrãnquios e ganóides, designando-nas 
como células Dahlgren.

FAVARO (1925) descreveu a expansão da parte caudal da 
medula espinhal da maioria dos teleósteos como sendo saci- 
forme, e a considerou um órgão endócrino.

Trinta anos mais tarde, ENAMI (1955), em pesquisas rea
lizadas na enguia japonesa, Anguilla japonica, demonstrou que 
as células Dahlgren apresentam ligação, através de seus axô- 
nios, com o alargamento caudal (órgão de armazenamento e li
beração de material neurossecretor), designando esse conjun
to como sistema neurossecretor caudal.

ENAMI (1955) notou que, em relação ao tamanho, é pos
sível distinguir duas ou três classes de células: pequenas, 
intermediárias e grandes, em várias espécies de teleósteos 
(FRIDBERG, 1962, 1963; FRIDBERG & BERN, 1968; BERN & LEDERIS, 
1978; KRIEBEL et alii, 1979; YAMAMOTO, 1979; OWADA et alii, 
1985a; KOBAYASHI et alii, 1986b; ARNT et alii, 1990).
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No mesmo ano, ENAMI (1955), realizando um corte no 
sistema neurossecretor, próximo ã urófise, observou que a 
área se regenera no local da lesão e as células neurossecre- 
toras próximas sobrevivem (FRIDBERG et alii, 1966).

0 alargamento terminal da medula espinhal foi denomi
nado de urófise, após várias discussões etimológicas (HOLM
GREN, 1959; SANO, 1961; FRIDBERG, 1962, 1963; BERN et alii, 
1967; BERN, 1969; BERN & LEDERIS, 1978). Por outro lado, a 
designação de sistema neurossecretor caudal (fig. 2) foi con
firmada, face aos resuitados de investigações anatômicas e 
histológicas, realizadas por HOLMGREN (1959), SANO (1961), 
FRIDBERG (1962, 1963); KRIEBEL et alii (1979), LEDERIS (1984); 
e pesquisas farmacológicas, fisiológicas e químicas, reali
zadas por KOBAYASHI et alii (1968); BERN & LEDERIS (1969, 
1978) , LEDERIS (1970, 1984), ZELNICK & LEDERIS (1973), LEDERIS 
et alii (1974).

Segundo observações de ENAMI (1959), a maioria dos 
peixes teleósteos estudados apresenta sistema neurossecretor 
caudal semelhante (fig. 2) (SANO & KAWAMOTO, 1959; BENNETT & 
FOX, 1962; FRIDBERG, 1962, 1963; HOMANA, 1962; ISHIBASHI , 
1962; STERBA, 1962; PEYROT, 1964; SANO, 1965; SANO et alii , 
1966; BERN et alii, 1967, 1985; FRIDBERG & BERN, 1968; HOMNA 
& TAMURA, 1967; BERN, 1969; YAMAMOTO, 1979; LEDERIS, 1984; 
OWADA et alii, 1985a; ARNT et alii , 1990) .

Conforme SANO & KAWAMOTO (1959), nas regiões onde hã 
maior quantidade de células Dahlgren está presente rica rede 
vascular e capilar, o que faz prever importante atividade
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cérebro medula espinhal ^

f  >
sistema O  ' * ^  \ sistema

hipotalamo-hipofisário

^  J .  . > Jhipófise urófise

Figura 2. Ilustração esquemática do sistema nervoso central de um 
teleósteo típico, segundo LEDERIS (1984).
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metabólica e hormonal. Estes pesquisadores demonstraram que 
a urõfise também é ricamente vascularizada. KOBAYASHI et alii 
(1986b) afirmam que os axõnios das células neurossecretoras 
terminam nos capilares.

Segundo SANO (1961, 1965), as células Dahlgren grandes 
da região caudal, do sistema neurossecretor dos teleósteos, 
parecem ser derivadas dos neuroblastos, enquanto as células 
neurossecretoras menores, localizadas na região dorsal, pa
recem derivar-se dos asteroblastos. Este pesquisador obser
vou que a diferenciação da urófise ocorre em diferentes mo
mentos da fase final do desenvolvimento larval, variando de 
espécie para espécie.

O desenvolvimento da urõfise em diferentes espécies 
de peixes tem sido motivo de profundas pesquisas realizadas 
por BERN et alii (1967) > FRIDBERG & BERN (1968), BERN (1969).

FRIDBERG (1962) e OWADA et alii (1985b) demonstraram, 
através de experimentos realizados em elasmobrãnquios, que as 
células neurossecretoras caudais diminuem de tamanho ã me
dida que se aproximam da porção terminal da medula espinhal 
nesses peixes.

Os peixes das famílias Molidae, Sygnathidae e Murae- 
nidae não possuem o sistema neurossecretor caudal (FRIDBERG, 
1962). HAMANA (1962), porém, demonstrou que, fugindo à re
gra, duas espécies da família Muraenidae, Gymnothorax kidako 
e G. hepatica, possuem o sistema, mas a urófise é achatada.

BENNETT & FOX (1962) chamam atenção para a complexi
dade e a intensidade da inervação do sistema neurossecretor
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caudal, e sugerem importante desempenho fisiológico para o 
sistema (ISHIBASHI, 1962; SANO et alii, 1966; LEDERIS et alii, 
(1985b; BERN et alii, 1985).

STERBA (1962), através de estudos em microscopia ele
trônica, concluiu que a morfologia ultra-estrutural das cé
lulas neurossecretoras caudais é semelhante ã das células 
neurossecretoras em geral. Os grânulos neurossecretores ma
duros emanam do aparelho de Golgi para o citoplasma e são 
transportados ã urófise, pelo axônio. O axônio apresenta mi- 
crotúbulos e mitocõndrias e, ao terminar na urófise, contêm 
grânulos neurossecretores eletrodensos, com hormônios uro- 
fisários e pequenas estruturas sinápticas semelhantes a ve
sículas, possivelmente ricas em acetilcolina (FRIDBERG & 
BERN, 1968; KOBAYASHI et alii, 1986b).

FRIDBERG (1963) realizou estudos em elasmobrânquiose 
teleósteos. Naqueles, encontrou feixes neurossecretores, se
melhantes ao axônio dos peixes ósseos, que seguiam ventral e 
lateralmente o canal central, para terminar na ãrea vascular 
da urófise, o que mais tarde foi confirmado por FRIDBERG & 
BERN (1968). No mesmo experimento, FRIDBERG (1963) observou 
que os pericãrios das células Dahlgren dos teleósteos loca
lizam-se nas porções ventral e lateral do canal central da 
medula espinhal caudal, entre a quinta e a oitava vértebras 
terminais (KRIEBEL et alii,1979; LEDERIS, 1984; BERN et alii, 
1985; KOBAYASHI et alii, 1986b).

PEYROT (1964) verificou que nos elasmobrânquios os pe
ricãrios neurossecretores são muito grandes e distribuem-se 
ao longo da medula espinhal.
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SANO et alii (1966) observaram que os neurônios se
cretores dos teleôsteos possuem axônios, geralmente desmie- 
linizados, que se estendem em direção ã urófise. Este fato 
é citado também por FRIDBERG et alii (1966) , BERN & LEDERIS 
(1978), KRIEBEL et alii (1979), YAMAMOTO (1979), OWADA et 
alii (1985a) , KOBAYASHI et alii (1986 b) .

FRIDBERG et alii (1966) afirmaram que algumas espécies 
de teleôsteos têm a capacidade de transformar células epen- 
dimais em células neurossecretoras, no período de regenera
ção, mesmo ocorrendo a total extirpação do sistema neurosse- 
cretor caudal.

Os mesmos autores, examinando eletromicroscopicamente 
células da glia, em Pomilodus aestivalis, apontaram algumas 
similaridades com as células do lobo neural da hipófise, o 
que mais tarde foi confirmado por KRIEBEL et alii (1979) .

HONMA & TAMURA (1967) estudaram a irrigação sanguínea, 
a partir da última vértebra da porção caudal da medula espi
nhal e da urófise em teleôsteos, e observaram característi
cas especiais: o sangue arterial, que circula nas artérias
existentes entre as células dorsais, após percorrer várias 
ramificações, forma um plexo vascular em torno da urófise. Os 
capilares drenam o sangue para vasos mais espessos que se ra
mificam e levam o sangue venoso, através da veia caudal, até 
a veia porta renal.

A descrição histológica dos neurônios secretores 
caudais foi realizada por FRIDBERG& BERN (1968). Eles iden
tificaram células com pericãrio grande e polimorfo, geral-
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mente corado pelos corantes ácidos, com exceção de um pe
queno número de células basófilas e cromófobas.

FRIDBERG & BERN (1968) comentam que a presença de cé
lulas da glia é pouco freqüente na porção caudal da medula 
espinhal dos peixes ósseos.

Não há evidência da presença de células neurossecre- 
toras na medula espinhal de tetrápodes (BERN, 1969).

PEARSON et alii (1980), estudando a porção caudal da 
medula espinhal de peixes ósseos, verificaram que algumas 
células Dahlgren apresentam dendrites que podem atingir o 
canal central e, assumindo a forma bulbosa, contactam o lí
quido cerebrospinal. Essas observações foram confirmadas, 
mais tarde, por OWADA et alii (1985a),YULIS & LEDERIS (1986b, 
1988b), LEDERIS & YÜLIS (1987).

KRIEBEL et alii (1985) notaram que o sistema neuros- 
secretor caudal dos teleõsteos é ricamente inervado por fei
xes aminérgicos e, ocasionalmente, colinérgicos e peptidér- 
gicos, oriundos do cérebro, e que alguns circuitos sinãpti- 
cos locais também estão presentes.

Entre as espécies de teleõsteos estudadas por KOBAYASHI 
et alii (1986b) , a urõfise apresentou peso entre 0,04 e 0,54 mg 
por 100 g de peso corporal.
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2.2 Urotensinas

Segundo ENAMI (1959), o sistema neurossecretor caudal 
dos teleósteos é capaz de armazenar e secretar neuro-hormô- 
nios (BERN & LEDERIS, 1969).

Para MAETZ et alii (1963) , a urotensina III é estimu
lador de Na+ nos peixes.

BERN et alii (1967) afirmam que a urotensina IV é in
distinguível da arginina vasotocina, e está presente somen
te em poucas espécies de teleósteos. A urotensina IV age no 
mecanismo de retenção de água dos anfíbios (ICHIKAWA et alii, 
1984).

Para LEDERIS (1969), BERN et alii (1985), as urofisi- 
nas, conjunto de proteinas putativas, livres de cisteína, 
análogas a neurofisinas, apresentam relações biogenéticas 
com as urotensinas, ainda não bem estabelecidas.

Os pesquisadores MUNEKATA et alii (1981) , ICHIKAWA et 
alii (1984), LEDERIS (1984), McMASTER et alii (1984, 1986), 
BERN et alii (1985), estudando a urotensina II, peptídio de 
12 aminoácidos, parcialmente homóloga e parcialmente análo
ga ã somatostatina-14, observaram que ela participa na con
tração da musculatura lisa dos peixes.

A urotensina I, peptídio de 41 aminoácidos, é consi
derada homóloga e análoga ao hormônio liberador de cortico- 
tropina nos mamíferos, por ICHIKAWA et alii (1982), LEDERIS 
et alii (1982, 1983,1985b, 1987) , LEDERIS (1984), McMASTER et 
alii (1984, 1987), BERN et alii (1985).
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Entre 1981 e 1984, os dois principais neuro-hormônios 
urofisários, urotensina I (UI) e urotensina II (UII), foram 
purificados e suas estruturas primárias determinadas por 
diversos pesquisadores: MUNEKATA et alii (1981),ICHIKAWA et
alii (1982, 1984, 1988) , LEDERIS (1984) , LEDERIS et alii (1983), 
McMASTER & LEDERIS (1983) , McMASTER et alii (19 84) .

LEDERIS (1984) e BERN et alii (1985) afirmaram que es
sas urotensinas são verdadeiros peptídios hormonais do sis
tema neurossecretor caudal dos peixes e que o local de pro
dução destes peptídios parece ser as células Dahlgren, pre
sentes nos segmentos caudais da medula espinhal dos peixes 
teleósteos, ganóides e elasmobrãnquios.

LEDERIS (1984) mostrou que as estruturas para sínte
se, transporte, armazenamento e liberação das urotensinas 
seguem o modelo dos neurônios existentes no complexo hipo- 
tálamo-neuro-hipofisário. O autor supõe que os produtos de 
síntese dos neurônios caudais são transportados pela fluên
cia axoplasmãtica, para posterior armazenamento na urõfise 
ou até mesmo para serem por ela liberados. Para o pesquisa
dor, em termos estruturais, a urõfise pode ser considerada 
uma "segunda neuro-hipófise". Essa homologia entusiasmou no
vas pesquisas na busca de substâncias farmacologicamente 
ativas, possivelmente relacionadas estrutural ou biologica
mente aos hormônios neuro-hipofisários (ICHIKAWA et alii, 
1984; BERN et alii, 1985; LEDERIS et alii, 1985b, 1987; Mc
MASTER et alii, 1986, 1987) . A complexidade do sistema neu-
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rossecretor caudal, diz o autor, dificulta o entendimento de 
suas funções fisiológicas, bem como a compreensão de seu com
plexo mecanismo endocrinológico. Ele observa que a busca in
tensa para elucidação das funções fisiológicas dos neurô
nios secretores, juntamente com a definição de sua estrutura 
e a caracterização da síntese e dos efeitos farmacológicos 
dos neuropeptídios, permitirá decifrar o enigmático siste
ma neurossecretor.

FRYER & LEDERIS (1985) consideram que os efeitos hi- 
pofisiotrópicos das urotensinas nos peixes estão bem escla
recidos. Os teleósteos são considerados primariamente depen
dentes do cortisol, o principal produto secretor homólogo da 
adrenocortical, responsável pela regulação hiperosmótica 
(adaptação dos peixes ã água salgada) e pela regulação hipos- 
mótica (adaptação dos peixes ã água doce).

BERN et alii (1985) indicaram a capacidade das uro
tensinas para regular o transporte transepitelial diretamen
te através de diversas superfícies osmorreguladoras (LEDERIS 
et alii, 1985a).

BERN et alii (1985) também detectaram a acetilcolina 
em alta concentração na urófise, mas com função ainda não co
nhecida nesse local.

2.2.1 UROTENSI NA I

A urotensina I (UI) influencia a hipófise dos peixes 
ósseos. A hipófise dos teleósteos também apresenta modifica
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ções relativas ao sexo e ã idade, conforme VAL-SELLA et alii 
(1977), VAL-SELLA & FAVA-DE-MORAES (1979a, 1979b).

A UI é um peptídio de 41 resíduos de aminoácidos (fig. 
3), os quais foram isolados do sistema neurossecretor caudal 
de três espécies de peixes teleósteos: Catostomus commersoni 
(LEDERIS et alii, 1982), Cyprinus carpio (ICHIKAWA et alii, 
1982) e Hippoglossoides elassodon (McMASTER et alii, 1987). 
Essas urotensinas diferem umas das outras somente por dois 
resíduos de aminoácidos e têm uma seqüência semelhante a 
mais de 50% da cadeia peptídica do hormônio liberador de cor- 
ticotropina (HLC) de 41 resíduos de aminoácidos isolados do 
hipotálamo de carneiro (fig. 3) (LEDERIS et alii, 1982, 1985b).

A sauvagina, peptídio de 40 resíduos de aminoácidos, 
isolado da pele do anfíbio Phyllomedusa sauvagei (fig. 3) 
(RENTA et alii, 1982), e a UI apresentam marcada homologia 
estrutural com o HLC e também participam na atividade secre
tora da corticotropina, o que foi comprovado nos trabalhos 
de RENTA et alii (1982), LEDERIS et alii (1985a), LEDERIS 
(1987), FRYER & LEDERIS (1988), GONZALEZ & LEDERIS (1988), 
MINNITI et alii (1989) .

O HLC ovino é um estimulador do ACTH hipofisário em 
peixes e anfíbios. Estudos realizados por FRYER & LEUNG
(1982) demonstraram que o HLC ovino estimula a secreção do 
ACTH, in vitro, da rostral pars distalis de Carassius aura- 
tus e aumenta a secreção do cortisol, in vivo, no mesmo pei
xe (FRYER et alii, 1983, 1984, 1985a; FRYER & LEDERIS, 1985, 
1988; WELD & FRYER, 1987, 1988; FRYER, 1989).
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HLC

SAUVAGINA
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H - Asn - Asp - Asp
1

H - Ser - Gin - Glu
1
pGlu - Gly

Pro - Pro - Ile - Ser - Ile - Asp - Leu - Thr - Phe - His

Pro - Pro - Ile - Ser - Leu - Asp - Leu - Thr - Phe - His

Pro - Pro - Ile - Ser - Ile - Asp - Leu - Ser - Leu - Glu

Leu - Leu - Arg 

Leu - Leu - Arq

Leu - Leu - Arg

Asn

Glu

Lys

18
Met
18
Vai
17
Met

19 33
Ile - Glu - Met - Ala - Arg - Asn - Glu - Asn - Gin - Arg - Glu - Gin - Ala - Gly - Leu -
19 33
Leu - Glu - Met - Thr - Lys - Ala - Asp - Gin - Leu - Ala - Gin - Gin - Ala - His - Ser -
18 32
Ile - Glu - Ile - Glu - Lys - Gin - Glu - Lys - Glu - Lys - Gin - Gin - Ala - Ala - Asn -

34 41
Asn - Arg - Lys - Tyr - Leu - Asp - Glu - Vai - n h2
34 41
Asn - Arq - Lys - Leu - Leu - Asp - Ile - Ala - n h2
33 4G
Asn - Arq - Leu - Leu - Leu - Asp - Thr - Ile - n h2

Figura 3. Comparação da sequência de aminoãcidos da urotensina I (UI) de Cyprinus carpio, hormonio liberador 
de corticotropina (HLC) ovino e da sauvagina (SVG) da pele do sapo. Os resíduos de aminoãcidos do 
HLC e da SVG sublinhados demonstram a identidade na sequência com os resíduos de aminoãcidos da UI 
de Cyprinus carpio. 0 outro peptídio UI conhecido (isolado do Catostomus commersoni), difere da UI 
acima demonstrada, pelas substituições nas posições 24 (Ile) e 27 (Glu). (LEDERIS et alii, 1985),
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BAKER et alii (1985), em experimentos realizados com o 
HLC ovino em Salmo gairdneri, e OKAWARA et alii (1988) , face 
aos resultados obtidos com Catostomus commersoni, afirmaram 
ter observado que ocorre o mesmo fenômeno descrito no pará
grafo anterior, com as espécies por eles pesquisadas.

A hipótese de que o sistema neurossecretor caudal in
terfere na regulação da função hipofisário-adrenal dos 
peixes teleósteos foi levantada por FRYER et alii (1983). 
Através de estudos em Carassius auratus, eles demonstraram 
que nesta espécie a UI estimula o eixo hipófise-adrenal 
e que a secreção do cortisol é estimulada in vivo pelo HLC 
ovino.

FRYER et alii (1984) estudaram diferentes espécies de 
teleósteos, in vitro, e observaram que a UI é de duas a três 
vezes mais potente, para a liberação do ACTH, que o HLC ou a 
sauvagina (FRYER et alii, 1985b; WELD & FRYER, 1988; FRYER, 
1989). FRYER et alii (1984) supõem que a atividade da uro- 
tensina pode ser "fisiológica", uma vez que o potencial de 
liberação do ACTH decresce pela administração prévia ou si
multânea de cortisol exógeno (LEDERIS et alii, 1985a; LEDERIS,
1987).

LEDERIS (1984) acredita ser prematuro considerar a UI 
como exclusivo fator liberador de corticotropina dos peixes; 
entretanto há evidências circunstanciais que demonstram que, 
ao menos um dos fatores liberadores de corticotropina hipo- 
talâmica é a UI, ou um peptídio muito semelhante a ela 
(LEDERIS et alii, 1985a, 1985b).
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LEDERIS (1984) , em estudos realizados em mamíferos, 
observou que a UI produz efeitos hemodinãmicos nesses ani
mais; sua ação no rato mostra vasodilatação na região mesen- 
térica e em outros leitos vasculares, fenômeno confirmado por 
LEDERIS et alii (1985a, 1985b). Por outro lado, LEDERIS (1984) 
mostrou que no cachorro a vasodilatação é observada somen
te a nível da região mesentérica.

BERN et alii (1985) comentam que, se a UI atua como um 
fator liberador de corticotropina nos teleósteos, então o 
cortisol, que é secretado como resultado da estimulação da 
secreção do ACTH, pode ter efeito metabólico importante, re
lacionado com a glicoginese.

A demonstração de que a UI, o HLC e a sauvagina esti
mulam a liberação do ACTH da pars intermedia do peixe doura
do sugere, segundo FRYER & LEDERIS (1985), que esse peptídio 
deve desempenhar papel regulador da secreção dos peptí- 
dios derivados da molécula de pro-opiomelanocortina da pars 
intermedia dos teleósteos (FRYER, 1989; TRAN et alii, s.d.).

FRYER et alii (1985a) e FRYER & LEDERIS (1985) compa
raram os efeitos da UI, da sauvagina e do HLC no peixe dou
rado e perceberam que os dois últimos peptídios estimulam a 
liberação do ACTH, 42% e 33%, respectivamente, menos que a 

UI.
Para SAWCHENKO (1987) e TRAN et alii (s.d.), o HLC 

isolado do hipotálamo de carneiro é um potente estimulador 
da secreção de adrenocorticotropina e B-endorfina da glându
la hipofisária anterior dos mamíferos, in vivo e in vitro.
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Por outro lado, WELD et alll (1987) demonstraram, em experi
mentos realizados em rato, que o análogo do HLC, o HLC-a hé
lice (9-41), age de forma semelhante.

ITOH & LEDERIS (1987) indicaram, através de estudos 
realizados em preparados de membranas de vasos sanguíneos de 
rato, que o sítio de ligação da UI com os receptores vascu
lares não só altera o fluxo de Ca2+ , como também antagoniza 
a ação ou a mobilização do Ca2+ intracelular.

A exemplo da UI e do HLC, WELD & FRYER (1987, 1988)
demonstraram que as angiotensinas I e II também estimulam a 
liberação do ACTH da hipófise do peixe dourado.

Dependendo do método de extração empregado para a UI, 
pode-se obter um peptídio completamente ativo, com 38 resí
duos de aminoácidos (UI 4-41) , segundo McMASTER et alii (1987) .

GONZALEZ & LEDERIS (1988), em experimentos realizados 
no anfíbio Rana catesbeiana, observaram que o anti-soro es
pecífico para UI não apresentou imunorreação nos cortes 
histológicos do cérebro desta espécie.

TRAN et alii (1989) observaram que o TRH (hormônio ti- 
reotrópico) estimula os peptídios derivados da molécula pro- 
opiomelanocortina no peixe dourado, da mesma forma que a UI.

2.2.2 Ur o t e n s i n a  II

0 princípio urofisário UII foi caracterizado biologi
camente e seus aminoácidos sequenciados da urõfise do te- 
leósteo Gillichthys mirabilis (fig.4), por BERN et alii 
(1967) .



B 10 11 12
UII de Gillichthys Ala -

UII- a de Cyprinus Gly -

Gly

Gly

Thr - Ala - Asp 

Ala - Asp

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Ual

Gly

UII- $l de Cyprinus Gly - Ser - Asn - Thr - Glu

UII- 62de Cyprinus Gly - Gly - Asn - Thr - Glu

UII- Y de Cyprinus Gly - Gly - Gly - Ala - Asp

UII-A de Catostomus Gly - Ser - Gly - Ala - Asp

UII-B de Catostomus Gly - Ser - Asn - Thr - Glu

S0MAT0STATINA-14 Ala - Gly - Cys - Lys - Asn

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Uai

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Uai

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Uai

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Ile

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Uai

Cys - Phe - Trp - Lys - Tyr - Cys - Uai

Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr
13
Ser

14
Cys

Figura 4. Comparação da sequência de aminoãcidos dos seis peptídios UII conhecidos e da somatostati- 
na-14. Os diferentes resíduos de aminoãcidos sublinhados demonstram a identidade na sequên
cia com os resíduos de aminoãcidos da UII de Gillichthys mirabilis. A UlI-gx de Cyprinus 
carpio tem a estrutura primãria semelhante a estrutura primãria da UII-B de Catostomus 
commersoni (KOBAYASHI et alii, 1986).

hoho
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Segundo LEDERIS (1970), a UII é um dodecapeptídio par
cialmente homólogo ã somatostatina-14 (fig. 4), diferindo 
desta na localização e significado dos resíduos de cisteína
(PEARSON et alii, 1980).

LEDERIS e colaboradores observaram que a atividade
espasmogênica causada pela UII, é sucedida por uma ação va- 
soconstritora geral, em Salmo gairdnerii (LEDERIS, 1970)e em 
Gillichthys (ZELNICK & LEDERIS, 1973) .

FRYER et alii (1979) demonstraram que a somatostatina 
é potente inibidor da secreção espontânea do hormônio de 
crescimento da tilápia (Sarotherodom mossambicus) (PEARSON
et alii, 1980).

A UII apresenta evidentes efeitos biológicos nos 
peixes teleõsteos, entre eles o vasoconstritor e o diuréti
co secundário, segundo PEARSON et alii (1980), ICHIKAWA et 
alii (1984), LEDERIS (1984), BERN et alii (1985), McMASTER 
et alii (1986), YULIS & LEDERIS (1988a).

PEARSON et alii (1980) encontraram duas UII diferentes 
em Catostomus commersoni, UII A e UII B (fig. 4). 0 mesmo foi 
observado por McMASTER & LEDERIS (1983).

LEDERIS (1984) sugere que a UII, aparentemente, não 
possui ação hipofisiotrõpica nos mamíferos.

Em experimentos realizados com Cyprinus carpio, 
ICHIKAWA et alii (1984) isolaram quatro tipos de UII (Ulla, 
UIlBi, UII82 , Ully)(fig. 4). Desses peptídios, apenas a 
UIlBi era idêntica ã UIIB encontrada no Catostomus commerso- 
ni (fig. 4) .
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Foi demonstrado por BERN et alii (1985) que a UII e a 
somatostatina-14 têm efeitos lipolíticos no fígado de Salmo 
gairdneri, resultado do aumento da atividade da lipase, tri- 
glicerol e do aumento da liberação ácida não esterificada da 
gordura.

Dados recentes formulam a hipótese de uma provável 
intervenção das urotensinas nos mecanismos de trocas osmó - 
ticas e iônicas. BERN et alii (1985) notaram que, em virtude 
da atividade vasoconstritora, a UII regula o fluxo sanguíneo 
para diferentes superfícies osmorreguladoras, influenciando 
o índice pelo qual os íons e a água podem ser absorvidos ou 
excretados. Os autores demonstram, como consequência da va- 
soconstriçao, que os peixes injetados com UII apresentam um 
índice de filtração glomerular maior.

Na mesma pesquisa, os autores comentam a existência 
de células neurossecretoras de UII em ganóides e elasmobrân- 
quios.

Todos os tipos do peptídio UII até então estudados, 
consistem de 12 resíduos de aminiácidos, homólogos entre as 
posições 6-11 (fig. 4) (KOBAYASHI et alii, 1986a) .

GRAU & HELMS (1989) realizaram estudos na tilãpia 
(Sarotherodom mossambicus) e sugeriram que os efeitos da so- 
matostatina na liberação da prolactina devem ser mediados 
através de ações dos sistemas mensageiros de Ca2i e adenosi- 
na monofosfato cíclico (AMPc).

BALDISSEROTTO et alii (1990), através da aplicação de 
extrato urofisãrio e de UII em órgãos isolados de traíra 
(Hoplias malabaricus), observaram que esta espécie apresenta
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fluxo de água mucoso-serosa nos intestinos médio e posterior 
e não tem fluxo significativo na vesícula biliar. Os autores 
notaram que o extrato urofisário não altera significativa
mente o fluxo da água nas porções estudadas; e que a UII au
menta o fluxo da água no intestino médio e na vesícula bi
liar, mas não o modifica no intestino posterior.

2 .3  Localização ImunocitoquImica dos Pe p tIdios UI e UII

2.3.1 Lo c a l i z a ç ã o  Im u n o c i t o q u Im i c a  d a  Ur o t e n s i n a  I

BERN & LEDERIS (1969), estudando a localização da 
maioria das células imunorreativas ã UI na medula espinhal 
em Catostomus commersoni e Cyprinus carpio, demonstraram que 
elas formam duas fileiras parassagitais, que se estendem até 
a região dorsal da urófise. Essa localização foi confirmada 
em diversas espécies de teleósteos por vários pesquisado
res: BERN & LEDERIS (1978), FISHER et alii (1984), LARSON et 
alii (1984, 1986), ONSTOTT & ELDE (1984, 1986b), BERN et alii
(1985) , LEDERIS et alii (1985a, 1987) , YAMADA et alii (1985) , 
KOBAYASHI et alii (1986a, 1986b), YULIS & LEDERIS (1986a, 
1986b) , YULIS et alii (1986) , LEDERIS & YULIS (1987) , ICHIKAWA 
et alii (1988), ARNT et alii (1990).

RENTA et alii (1982) localizaram, através de estudos 
imunocitoquímicos, a sauvagina, peptídio que provavelmente, 
reage com a UI no sistema neurossecretor caudal de algumas es
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pécies de peixes ósseos. Baseados nesses resultados, BERN et 
alii (1985) e MINNITI et alii (1989) mostraram que a sauvagi
na e a UI têm estrutura e localização similares.

A demonstração da distribuição dos neurônios secreto
res de UI no sistema neurossecretor caudal de Catostomus com- 
mersoni foi realizada por FISHER et alii (1984), através de 
técnicas imunocitoquímicas. Estes pesquisadores confirmaram, 
assim, a presença de células neurossecretoras na região caudal 
da medula espinhal, descritas por DAHLGREN (1914) e SPEIDEL 
(1919).

No telencéfalo de peixes teleõsteos estudados por 
LEDERIS et alii (1985b), fibras imunorreativas a UI foram en
contradas em cortes histológicos imunocorados, obtidos pró
ximo ao nucleus post comissuralis. Nestes mesmos cortes fo
ram observados alguns pericários parvocelulares imunorreati- 
vos à UI. Nos nuclei telencephalic ventralis, as fibras imu
norreativas formam um cordão difuso (LEDERIS et alii, 1985a; 
KOBAYASHI et alii, 1986c; YULIS et alii, 1986; SAWCHENKO, 
1987; McMASTER & LEDERIS, 1988; COHEN & KRIEBEL, 1989).

Algumas fibras nervosas imunorreativas a UI foram 
localizadas logo abaixo do cerebelo, por BERN et alii (1985) 
e LEDERIS et alii (1985b). Outro grupo de fibras mesencefá- 
licas situa-se próximo ao nucleus interpendicularis, segundo 
BERN et alii (1985), LEDERIS et alii (1985b), SUESS et alii 
(1986), COHEN & KRIEBEL (1989).

No diencéfalo, LEDERIS et alii (1985b) e YULIS et alii 
(1986) observaram fibras finas e lisas na região ventral,
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próximo ao epithalamus. Na região dorsal do thalamus, outras 
fibras nervosas foram encontradas principalmente na área prec- 
talis. Esses mesmos pesquisadores descreveram numerosas fi
bras imunorreativas ã UI no hipothalamus. Nas regiões caudal 
e ventral deste, visualizaram alguns pericários imunorreati- 
vos ã UI, entre os neurônios parvocelulares do nucleus late
ralis tuberis.

FRYER et alii (1985a), FRYER & LEDERIS (1985, 1988), 
SUESS et alii (1986) e McMASTER & LEDERIS (1988) observaram 
na hipófise de Carassius auratus imunorreatividade ã UI, 
restrita às fibras presentes na proximal pars distalis, pró
ximo ãs células adeno-hipofisárias.

KRIEBEL et alii (1985) observaram a presença de pelo 
menos dois tipos de células neurossecretoras no sistema neu- 
rossecretor caudal dos peixes ósseos, uma vez que encontraram 
diferentes reações de coloração, tamanho e densidade dos 
grânulos elementares dos axõnios terminais, e diferentes 
respostas eletrofisiolõgicas para as trocas osmõticas.

KOBAYASHI et alii (1986c) detectaram UI imunorreativa 
(UI-ir) em células do cérebro, medula espinhal e urõfise do 
Cyprinus carpio e do Catostomus commersoni, porém não foram 
confirmadas imunorreações ã UI em cortes histológicos do 
trato gastrointestinal e de órgãos endõcrinos, realizados pe
los mesmos autores.

LARSON et alii (1986) , utilizando técnicas de imuno- 
fluorescência, empregaram como anti-soro o HLC de ovino, pa
ra reagir com a UI no teleõsteo Gillichthys mirabilis. Na 
análise dos resultados, as células neurossecretoras caudais
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mostravam imunofluorescência, exceto a maioria das parvocé- 
lulas. Estas células Dahlgren não reativas podem correspon
der ã subpopulação descrita por OWADA et alii (1985a), que 
aparentemente secretam UII.

SAKANAKA et alii (1987b) localizaram estruturas imu- 
norreativas ao HLC no colliculus inferior do rato e observa
ram a presença do HLC imunorreativo (HLC-ir) no cérebro do 
mesmo, o que sugere que o HLC, como outros neuro-hormônios e 
peptídios, deve atuar como neurotransmissor e/ou neuromodu- 
lador em numerosos circuitos extra-hipotalâmicos, como tam - 
bém participar da regulação neuroendócrina.

SAKANAKA et alii (1987a) identificaram a presença de 
UI-ir em cortes histológicos de retina de Carassius auratus, 
valendo-se de estudos imunocitoquímicos e de radioimunoen- 
saio.

2.3.2 Lo c a l i z a ç ã o  Im u n o c i t o q u Im i c a  d a  Ur o t e n s i n a  II

BERN & LEDERIS (1969) observaram que os neurônios se
cretores do sistema neurossecretor caudal apresentam imu- 
norreatividade à UII. As células imunorreativas a UII são 
de tamanho e forma diversos. Esses estudos têm sido confir
mados em vários experimentos (BERN et alii, 1973, 1985; VIGH 
et alii, 1977; BERN & LEDERIS, 1978; PEARSON et alii, 1980; 
LARSON et alii, 1984, 1986; ONSTOTT & ELDE, 1986a, 1986b;
OWADA et alii, 1985a, 1985b; YAMADA et alii, 1985; KOBAYASHI 
et alii, 1986a; McMASTER et alii, 1986; YULIS & LEDERIS, 
1986b, 1988a, 1988b; LEDERIS & YULIS, 1987).



29

Outra população celular imunorreativa a UII foi des
crita por VIGH & VIGH-TEICHMANN (1973) e confirmada por VIGH 
et alii (1977)., LEDERIS & YULIS (1987), YULIS & LEDERIS 
(1988b). Esses neurônios possuem dendrites que terminam no 
lúmen do canal central, e, por meio de uma protuberância bul- 
bosa, contactam o líquido cerebrospinal.

BERN & LEDERIS (1978) admitem a presença de dois ti
pos celulares na região caudal da medula espinhal dos te- 
leósteos: de acordo com a especificidade da imunorreação, um 
tipo deve produzir UI, e o outro, UII (LARSON et alii,1984; 
BERN et alii, 1985; YAMADA et alii, 1985; KOBAYASHI et alii, 
1986a; ONSTOTT & ELDE, 1986a; YULIS & LEDERIS, 1986b;LEDERIS 
& YULIS, 1987).

OWADA et alii (1985a), examinando uma série de cortes 
do tecido nervoso do sistema neurossecretor caudal de peixes 
teleósteos preparados com o anti-soro UII de Gillichthys,ob
servaram que o Cyprinus carpio, entre muitas outras espécies 
de peixes ósseos, possui neurônios secretores imunorreativos 
ã UII.

ICHIKAWA et alii (1988) sugerem que a maioria dos neu
rônios caudais ativos sintetizam UI, UII-a e UlI-y; porém, 
em alguns neurônios, todos ou alguns hormônios são rapidamen
te transportados para a urõfise, resultando uma imunorreati- 
vidade baixa ou não detectável no pericário.
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2.4 iMUNOCITOQUlMICA

Há mais de 50 anos, MARRACK (1934) demonstrou que um 
anticorpo pode ser usado como reagente histoquimico, desde 
que marcadores apropriados sejam ligados ã molécula do anti
corpo, sem prejudicar sua capacidade de reagir com o antíge- 
no especifico. Entre vários marcadores testados por MARRACK 
(1934), somente os fluorescentes apresentaram a sensibilida
de necessária para o êxito da reação.

0 primeiro anticorpo marcado com isocianeto fluores
cente foi usado por COONS et alii (1942) para localizar o 
antígeno pneumocócico em tecido infectado.

Os métodos imunocitoquímicos que influenciaram de 
modo marcante o curso da moderna neurociência, não foram 
usados originariamente para resolver questões neurobiolõgi- 
cas. As primeiras experiências imunocitoquímicas realiza
das em histopatologia visavam detectar antígenos microbianos 
e auto-anticorpos. Posteriormente, na endocrinologia, as rea
ções imunocitoquímicas tiveram por escopo identificar o lu
gar das sínteses de diversos hormônios (COONS et alii,1942). 
Estes pesquisadores desenvolveram uma técnica indireta para 
imunocitoquímica, também chamada de " sanduíche" .

Mais recentemente, HSU et alii (1981) introduziram 
uma técnica imunocitoquímica para a localização de an
tígenos, utilizando a avidina e a biotina. A avidina é uma 
glicoproteína da clara do ovo, com grande afinidade pe
la biotina, vitamina de baixo peso molecular, encontrada na
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gema do ovo. A biotina pode ser acoplada ã imunoglobulina, 
ou a marcadores como estreptovidina marcada com peroxidase 
(HRP= "Horseradish peroxidase-labelled streptavidin"). Por 
sua vez, a avidina pode ser acoplada a marcadores como o 
HRP.

Diferentes processos imunocitoquímicos utilizam prin
cípios incluindo a avidina e a biotina como substrato básico. 
A técnica mais comumente utilizada é o complexo avidina-bio - 
tina-peroxidase (ABC = 11 avidin-biotin-peroxidase complex" ).

MACMILLAN & CUELLO (1986) comentam que nos avanços 
tecnológicos imunocitoquímicos, a avidina foi substituída 
pela estreptovidina, uma proteína da parede celular de Strep- 
tomices avidinii, que tem as mesmas propriedades de ligação 
que a avidina, com a vantagem de que a interação com a carga 
das moléculas é minimizada. A introdução desta melhoria tec
nológica eliminou os inconvenientes comumente presentes ao 
se usar o ABC.

A estrutura anatômica e histológica do cérebro, bem 
como suas conexões, foram estudadas durante um longo perío
do por técnicas que utilizavam a impregnação pela prata; a 
coloração de fibras degeneradas; o transporte retrógrado de 
substâncias marcadas ou reações enzimáticas (GEFFEN, 1982). 
As investigações realizadas por estes meios permitiam ad
mitir que a informação entre neurônios do cérebro ocorresse 
mais por um processo de transmissão química do que elétrica. 
Os pesquisadores em neurologia admitiam, também, que algumas 
substâncias pudessem estar envolvidas no processo transmis-
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sor. Para demonstrar alguns desses verdadeiros transmisso
res, aperfeiçoaram-se as técnicas de coloração, tais como a 
reação de Falck-Hillarp, ou técnicas enzimoquímicas para os 
sistemas colinérgicos, ou a coloração Gomori para os siste
mas neurossecretores. A introdução das técnicas imunocito- 
químicas para estudos histológicos do sistema nervoso per
mitiu a localização das verdadeiras substâncias transmisso
ras e abriu novos caminhos para a neurobiologia (GEFFEN, 
1982; CUELLO et alii, 1982; MACMILLAN & CUELLO, 1986).

MACMILLAN & CUELLO (1986) explicam que a imunocitoquí- 
mica é uma técnica sensível direta ou indireta, utilizada 
para detectar substâncias no tecido nervoso. As técnicas di
retas são menos sensíveis, uma vez que não há ampliação de 
sinal e o processo de conjugação pode afetar a ligação an- 
ticorpo-antígeno.

As técnicas imunocitoquímicas diretas foram substi
tuídas pelas indiretas, já que estas tim especificidade singu
lar (SHIOSAKA & TOHYAMA, 1986) . Estes autores demonstraram 
que as técnicas indiretas de imunocitoquímica utilizam uma 
primeira camada de anti-soro específico para o peptídio ce
lular em estudo e uma segunda camada de anti-soro específico 
para a imunoglobulina. 0 segundo anti-soro é conjugado com
uma enzima ou um marcador fluorescente, cujo efeito é ampliar 
o sinal do primeiro anti-soro. A terceira camada utiliza o 
complexo HRP e anti-soros contrários a ele. Essa técnica é 
chamada complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP = "peroxidase 
antiperoxidase") e foi utilizada em experimentos realizados 
por YULIS et alii, 1986.
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Outros procedimentos de identificação dos neurotrans - 
missores em diferentes áreas do cérebro, conforme MACMILLAN & 
CUELLO (1986), utilizaram cromatografia líquida de alta efici
ência, radioimunoensaio, ensaios para radioenzima ou a combi - 
naçao de uma dessa técnicas com microdissecçao. Alguns desses 
procedimentos sao utilizados para quantificar as substâncias 
químicas em uma amostra. No entanto, nenhuma dessas técnicas 
analíticas permitem a localizaçao das substâncias neurotrans - 
missoras em uma subpopulaçao de neurônios. Métodos imunocito - 
químicos têm sido utilizados com sucesso para este fim. Desta 
forma, a localizaçao de substâncias transmissoras no tecido 
nervoso, é efetivada por reações imunocitoquímicas contra an - 
ticorpos específicos.

2.4.1 Teste de Co-Localização

Nos estudos imunocitoquímicos necessita-se, âs vezes, 
demonstrar mais de um antígeno na mesma célula. A pesquisa de 
dois antígenos em uma mesma célula, explica VANDESANDE (1982), 
pode ser realizada pela coloraçao imunocitoquímica de cortes 
semifinos, dispostos de modo seqüencial e seriado, adjacente 
(MACMILLAN & CUELLO, 1986; SHIOSAKA & TOHYAMA, 1986). Usando 
cortes semifinos é possível identificar uma mesma célula em 
várias secções seriadas adjacentes, conforme foi demonstrado 
em pesquisas de LARSON et alii (1986), ONSTOTT & ELDE (1986a), 
YULIS & LEDERIS (1987), ICHIKAWA et alii (1988).
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Para demonstrar dois ou mais antígenos diferentes em 
um mesmo corte de tecido, podem ser utilizados outros méto
dos, descritos por VANDESANDE (1982) e SHIOSAKA & TOHYAMA
(1986) .

2.4.2 Teste de Especificidade

A introdução das reações imunocitoquímicas permitiu 
caracterizar e identificar as substâncias antigênicas dos 
tecidos, graças ã imunorreatividade aos anti-soros específi
cos (HSU et alii, 1981) . POOL et alii (1982) explicam que 
uma das condições para a especificidade de uma imunorreação 
é a utilização de um componente imunorreativo que somente 
reage com o antígeno presente no tecido em investigação. Pa
ra os autores, a especificidade antiginica, característica 
que valorizou a técnica, é resultante da utilização de anti
corpos compatíveis, responsáveis pela imunorreatividade.

MACMILLAN& CUELLO (1986) esclarecem que, quando o an
ti-soro é suficientemente puro e específico, somente reage 
com um único componente do tecido no teste de especificida
de para o anti-soro. Segundo os pesquisadores, pode-se con
cluir então, que este anti-soro, conseqüentemente, tem uma 
localização monoespecífica para uma determinada substância, 
no tecido em estudo.

YULIS & LEDERIS (1987, 1988a), ARNT et alii (1990 ), 
através da aplicação de testes de especificidade em seus ex
perimentos, concluíram que, devido âs suas reações típicas,
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características e específicas, os métodos imunocitoquímicos 
estão revolucionando a investigação biológica, em particular 
a neurobiologia.

2.5 Mo r f o m e t r i a

A morfometria tem especial valor para correlacionar 
estrutura e função de uma célula ou de um tecido (WEIHEL & 
BOLENDER, 1970; RUBAL & VAL-SELLA, 1980; ZOLI et alii, 1986; 
TAM et alii, 1988).

Para obtenção de informações numéricas, vinculadas à 
estrutura anatômica, macroscópica ou microscópica, em termos 
quantitativos, tais como volume, área de uma superfície, nú
mero e tamanho dos componentes, um conjunto de técnicas mor- 
fométricas foi introduzido (AHERNE & DUNNILL, 1987).



3 Material e Métodos

Foram utilizados 36 peixes adultos, teleósteos da es
pécie Carassius auratus (L.) (fig. 5), de ambos os sexos. Os 
espécimens, adquiridos comercialmente, foram conservados a 
temperatura de 19°C, em um tanque com capacidade de 800 l 
("Living Stream" - 800 L unit, Blissfield Mfg. Co.), perten
cente ao Biotério do Centro de Ciências da Saúde da Univer
sidade de Ottawa, Canadá.

Os experimentos realizados no Laboratório dirigido 
pelo Professor Dr. James Nolan FRYER, da mesma Universidade, 
deram preferência ao peixe dourado, por ser de fácil obten
ção e de melhor adaptação em cativeiro.

Os peixes, separados por uma parede de tela fina em 
três grupos de doze espécimens, foram alimentados diaria
mente com ração comercial e expostos a ambientes claro e es
curo em períodos intercalados de 12 em 12 horas, durante 60 
dias antes do experimento. Os grupos, formados ao acaso,eram 
constituídos por exemplares de tamanho variável, entre 10 e 
20 cm, com peso entre 73 e 122 g (tabelas I e II).

Os peixes de cada um dos grupos foram tratados dia
riamente com drogas, durante seis dias. Os espécimens do 
grupo controle (grupo "A") receberam injeções, via perito-
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Figura 5. Aspectos macroscópicos de um exemplar adulto de Carassius 
auratus.
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T A B E L A  Ng I

CARACTERÍSTICAS GERAIS DO EXPERIMENTO 

REALIZADO COM Carassius auratus (L.)

Tipo de 
tratamento

N9 do 
animal Sexo

Tamanho
(cm)

Peso
(r )

Total de
lâminas
preparadas

Total de
cortes
analisados

GRUPO "A" S1 feminino 12 92 15 105
(controle) 52 feminino 10 75 10 70

53 masculino 12 93 12 84
Injeções S4 feminino 11 85 15 105
V.P. de S5 masculino 10 77 15 105
solução 56 masculino 10 77 13 91
salina S7 masculino 11 82 10 70
0,6% 58 feminino 1 3 117 15 105

59 feminino 15 120 10 70
510 feminino 1 3 118 9 63
511 masculino 12 106 10 70
512 masculino 11 111 10 70

GRUPO "B" M1 masculino 10 73 15 105
M2 masculino 11 B7 13 91

Injeções M3 feminino 15 121 13 91
V.P. de M4 feminino 14 120 15 105
metopirona M5 feminino 10 125 15 105

M6 masculino 15 119 16 112
M7 feminino 17 121 10 70
MB feminino 15 120 15 105
M9 masculino 11 B5 12 84
M10 masculino 12 104 12 84
M11 + masculino 14 115 - -

M12++masculino 13 107 - _

GRUPO "C" D1 feminino 15 122 11 77
D2 feminino 13 110 10 70

Injeções D3 masculino 11 B6 17 119
V.P. de D4 masculino 10 79 15 105
dexametasona D5 feminino 14 113 13 91

D6 masculino 12 95 10 70
D7 feminino 15 120 T1 77
D8 feminino 15 119 10 70
D9 masculino 11 85 15 105
D10 masculino 11 87 15 105
D11 masculino 12 92 12 B4
D12 feminino 14 120 11 77

+ Morreu no quinto dia do tratamento 
++ Morreu no sexto dia do tratamento 
V.P. - Via peritoneal
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T A B E L A  Ng II

DADOS GERAIS DAS AMOSTRAS DE Carassius auratus (L.)

Tamanho, peso e sexo

Tratamento

Grupo "A" 
solução 

salina 0.6%

Grupo "B" 

metopirona

Grupo "C" 

dexametasona

Dados N % N % N %
Tamanho (cm) 10-15 12 100,0 10 83,4 12 100,0

16- 20 - 0.0 2 16.6 - 0.0
Peso (g) 71- 80 3 25,0 1 8,4 1 8,3

81- 90 2 16,7 2 16,7 3 25,0
91-100 1 8,4 - 0,0 2 16,6

101-110 1 8,4 2 16,7 1 8,4
111-120 5 41 ,7 4 33,2 4 33,4
121-130 - 0.0 3 25,0 1 8,3

Sexo feminino 6 50,0 5 41 ,6 6 50,0
masculino 6 50.0 7 58.4 6 50.0
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neal de 100 \il de solução salina 0,6%; em outro grupo (grupo 
"B") foram aplicadas injeções, via peritoneal, de 100 y£ de 
solução de metopirona ("metyrapone") ("2-methyl-l, 2-di-3-
pyridyl-l-propanone", Sigma Chemical Company, USA) diluída em 
solução salina 0,6% a 50 yg/mü; e os peixes do terceiro grupo 
(grupo "C") receberam, também por via peritoneal, injeções de 
100 y& de uma solução contendo 500 yg de dexametasona ("9- 
f luoro-16-methylprenisolone" , Sigma), diluídos em 1 mí. de eta- 
nol e 100 y£ de óleo vegetal.

3.1 Técnicas Histo-ImunocitoquImicas

Os peixes, depois do tratamento com drogas, foram sa
crificados no sétimo dia por decapitação, e a medula espinhal 
foi cuidadosamente dissecada. Após a exposição da sétima ou 
oitava vértebra da porção distai da coluna vertebral, retira
ram-se aproximadamente os 2 cm terminais da medula espinhal, 
incluindo a urõfise, que foram distendidos em uma placa de 
Petri, com gotas de Bouin. A seguir, o material foi transfe
rido para frascos com solução Bouin e fixado por 3 horas. Re 
tirado do fixador, foi deixado por 2 horas em solução salina 
tamponada com fosfato 0,1M, pH 7,4, (PBS=" Phosphate buffe - 
red saline" ), sendo, entao, pós-fixado em Bouin sem ácido 
acético, durante a noite, a 4°C, seguindo metodologia usada 
por FRYER*.

* Metodologia demonstrada por James N. FRYER, por ocasião de meu estágio reali
zado na Universidade de Ottawa, Canadá, no período de maio a dezembro de 1989.



41

Na seqüência, prepararam-se os tecidos para inclusão 
em parafina, segundo CAMARGO (1979) . Inicialmente o material 
foi desidratado em soluções crescentes de etanol (50%, 70%, 
95%, puro), em banhos de 45 minutos cada um, e imersos em 
etanol e xilol (1:1) durante 30 minutos. Em seguida, as pe
ças foram diafanizadas em xilol puro, com dois banhos de 45 
minutos cada um, e a seguir deixadas no agente intermediário 
(xilol) saturado com parafina, por 30 minutos, ã temperatura 
de 57°C. Finalmente, impregnaram-se as peças com parafina 
fundida a 57°C, em dois banhos de uma hora cada um. Para a 
inclusão e emblocagem na parafina, foram utilizadas caixas 
de plástico, do tamanho adequado às peças e estas, orienta
das para cortes sagitais.

Uma vez solidificada a parafina, os blocos, retirados 
dos moldes e recortados em forma de pirâmide quadrangular, 
foram cortados com a espessura de 5 ym, em um micrótomo mo
delo Minot, depois do que foram colocados em lâminas previa
mente revestidas com uma camada de gelatina (GONZALEZ*) para 
sua posterior adesão. Cada corte das fitas de parafina foi 
isolado com o auxílio de um bisturi e estendido com a super
fície brilhante para baixo, em banho-maria, à temperatura de 
50°C.

Tanto para os testes de imunorreação, como para a aná
lise morfométrica, ou para os testes de especificidade de um 
peptídio imunorreativo, com os anti-soros, foram utilizados

*0piniio expressa por Guido GONZALEZ, por ocasião de minha estada no Laborató
rio do Professor Dr. Karl LEDERIS, do Departamento de Farmacologia e Terapêutica da Univer
sidade de Calgary, Canadá, em julho de 1989.



42

sete cortes seriados (fig. 6). Para a pesquisa de co-locali- 
zação dos peptídios urotensina I-imunorreativa (UI-ir) e/ou 
urotensina II-imunorreativa (UII-ir), os cortes foram distri
buídos em quatro lâminas separadas, cada uma com dez cortes 
paralelos e adjacentes, em seqüência alternada, gradualmente 
crescente (fig. 7).

Para retirar do banho maria os cortes seriados, mer
gulhava-se a lâmina na água e, com o auxílio de um pincel, 
depositava-se sobre ela a série de cortes. Para a retirada 
dos cortes adjacentes do banho maria, utilizaram-se quatro 
lâminas, sobre as quais foi depositado cada corte, de modo 
alternado, com o auxílio de um pincel.

Escorrido o excesso de água, as lâminas foram levadas 
à estufa, à temperatura de 37°C, durante uma noite, para se
cagem dos cortes. Estes, uma vez desparafinizados em xilol, 
passaram por uma série decrescente de soluções de etanol (puro, 
95%, 70%, 50%) e, a seguir, foram lavados em água destilada, 
por 1 minuto, e submetidos a duas trocas de 10 minutos cada 
uma em PBS, cujo excesso foi retirado com papel absorvente. 
Uma fina camada de esmalte foi passada ao redor dos cortes, 
a fim de evitar que os ànti-soros aplicados sobre o tecido 
se espalhassem.

Para o estudo imunocitoquímico, utilizou-se o comple
xo avidina-biotina-peroxidase (ABC=" avidin-biotin-peroxida- 
se complex" ), seguindo técnica de MACMILLAN & CUELLO (1986) 
Usou-se, sem prévia seleção, uma série de cortes de sete dos 
doze peixes de cada grupo tratado, distribuídos em 149 lâmi-
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REAÇÕES IMONOCITOQPÍMICAS 

E TESTES DE ESPECIFICIDADE

Figura 6. Representação esquemática de 7 cortes seriados utiliza - 
dos para reações imunocitoquímicas e para os testes de 
especificidade de um peptídio com o anti-soro específico.
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TESTES DE CQ-LOCALIZACÃO

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37

I I I I I I I I I I antisoro UI

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38

I I I I I I I I I I

3 7 11 15 19 23 27 31 35 39

I I I I I I I I I I

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
I I I I I I I I  I I

antisoro UII

antisoro UI

antisoro UII

Figura 7. Representação esquemática dos 10 cortes paralelos e ad - 
jacentes numerados em sequência alternada, gradualmente 
crescente, utilizados para pesquisa de co-localização da 
UI-ir e/ou da UII-ir, em quatro lâminas separadas.



nas, cortes esses previamente incubados com anti-soro UI* de 
Catostomus commersoni (1:800) diluído em PBS contendo 0,3 % 
de Triton X-100 (Sigma) e 1% de albumina sérica bovina (Sig
ma) , por um período de 18 horas, a 4°C. Outros cortes, dis - 
tribuídos em 147 lâminas, foram pré-incubados no anti-soro 
UII* de Gillichthys mirabilis (1:400) diluído em solução PBS 
com 0,3% de Triton X-100 e 1% de albumina sérica bovina, du
rante 18 horas, a 4°C. A fim de evitar o ressecamento dos 
cortes, depositaram-se as lâminas assim preparadas em câmara 
úmida, guardadas em um compartimento com temperatura de 4°C.

Na etapa seguinte, os cortes foram lavados em PBS por 
30 minutos (com troca de solução a cada 10 minutos) , à tem
peratura ambiente, e incubados com anti-̂ jorpo biotinilado de 
burro, anticoelho ( "biotinylated donkey, anti-rabbit" , Amersham 
Canada Limited, Canadá) por 1 hora, ã temperatura ambiente, 
em câmara úmida. Este anti-corpo foi diluído (1:100) em PBS 
contendo 0,3% de Triton x-100 e 1% de albumina sérica bovina. 
Na seqüência, lavaram-se os cortes durante 15 minutos em PBS 
(com troca de solução a cada 5 minutos), incubando-os poste
riormente com estreptovidina marcada com peroxidase ("horse- 
ra.dish peroxidase-labelled streptavidin", Amersham) , diluída 
em PBS (1:100), por uma hora, à temperatura ambiente, em câ
mara úmida. Em seguida o material foi lavado em tampão Tris 
50 mM, pH 7,4 ("Tris (hydroxymethyl)-aminomethane", Sigma), 
durante 15 minutos, com troca de solução a cada 5 minutos. 
Para ampliar a imunorreação, à última troca da solução de

*0s anti-soros UI e UII foram gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Karl LEDERIS, 
do Departamento de Farmacologia e Terapêutica da Universidade de Calgary, Canadá, e eram 
estocados a 80°C negativos.
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Tris adicionaram-se 0,2% de diaminobenzidina (Sigma) e 
0,00045% de peróxido de hidrogênio (H202, Sigma), onde as lâ
minas permaneceram por 3 minutos. A seguir, os cortes foram 
lavados, rapidamente, com tampão Tris e passados por soluções 
decrescentes do mesmo tampão, diluído com água destilada 
(75%, 50%, 25%), desidratados, passando por banhos de solu
ções crescentes de etanol (50%, 70%, 95%, puro) e diafaniza- 
dos em xilol puro. As lâminas foram montadas com Permount 
(Fisher Scientific Company, USA) e observadas ao microscópio 
óptico Zeiss (Ernest Leitz, Wetzlar, West Germany).

3.1.1 Teste de Co-LocalizaçAo

A fim de examinar a possibilidade da presença da 
UI-ir ou da UII-ir, ou de ambos os peptídios em um mesmo 
corte da medula espinhal caudal ou em um mesmo neurônio, fo
ram realizados testes de co-localização, baseados nas inves
tigações de YULIS & LEDERIS (1987).

Os cortes histológicos de um mesmo exemplar foram 
preparados pelas técnicas imunocitoquímicas jã descritas, 
ordenados de modo adjacente, em quatro lâminas dispostas pa
ralelamente (fig. 7). A imunorreatividade a UI, a UII ou a 
ambas foi testada, colocando-se os anti-soros específicos, 
intercalando uma lâmina com o anti-soro UI e outra com o an
ti-soro UII, conforme MACMILLAN & CUELLO (1986).
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3.1.2 T e s t e  d e E s p e c i f i c i d a d e

A especificidade de um processo de imunorreação pode 
ser comprovada por uma reação antígeno (peptídio celular — 
anticorpo (anti-soro reagente). A especificidade da reação 
para UI-ir e UII-ir foi avaliada, provocando-se uma reação in 
vitro. Os peptídios antiginicos dos neurônios foram testa
dos, utilizando-se o anti-soro UI ou UII sobre o preparado 
celular.

Preparou-se, em um microtubo, uma solução com o peptí
dio UI diluído no anti-soro específico UI (1:800), na propor
ção de 10 yg/m& , que após agitação foi estocada por uma noi
te, a 4°C. A seguir, esta solução, onde ocorreu uma reação 
antigênica, foi colocada sobre os cortes histológicos prepa
rados .

Outro teste para a confirmação da especificidade das 
imunorreações da UI foi realizado, in vitro, provocando-se 
uma reação antigênica entre o hormônio liberador de cortico- 
tropina (HLC) e o anti-soro UI. Para isso, o HLC foi diluído 
na proporção de 10 yg/m& do anti-soro UI (1:800). Esta di
luição foi incubada por uma noite, ã temperatura de 4°C.

Utilizando técnica semelhante ã acima descrita, pro
curou-se confirmar a presença de peptídio UII-ir do neurô
nio, realizando vima reação antigênica, in vitro, entre UII 
(peptídio), 10 yg/mJl, e o anti-soro UII (1:400), incubados por 
uma noite, a 4°C.

Um teste para a confirmação, in vitro, da especifici
dade das imunorreações da UII, foi realizado provocando-se uma



48

reação antiginica entre a somatostatina e o anti-soro UII. 
Usou-se nessa reação a somatostatina diluída na proporção de 
10 yg/m&, no anti-soro UII (1:400). A diluição foi incubada 
em temperatura de 4°C, por uma noite.

Os diferentes líquidos dos microtubos preparados, an
teriormente descritos, onde se processaram as reações anti- 
gênicas, foram gotejados sobre os cortes histológicos da me
dula espinhal, iniciando-se nos tecidos o processo imunoci- 
toquímico. Nas lâminas, depois de montadas em Permount para 
pesquisa, observou-se a ocorrência das imunorreações especí
ficas .

3.2 Morfometria

A atividade secretora dos pericários e núcleos dos 
neurônios imunorreativos ã UI e à UII da porção caudal da me
dula espinhal, das amostras de Carassius auratus, incluídas 
em cada grupo tratado, foi avaliada pela morfometria, de acor 
do com AHERNE & DUNNIL (1982) e ZOLI et alii (1986).

O contorno individual de 20 a 25 células, tomadas ao 
azar, e seus respectivos núcleos, foi traçado com o auxílio 
de uma câmara clara Zeiss, acoplada a um microscópio óptico 
composto Zeiss (Ernest Leitz, Wetzlar, West Germany) (fig. 8) , 
com aumento de 1.250 vezes.

As áreas dos pericários e seus respectivos núcleos, 
nos cortes histológicos imunorreativos, foram determinadas
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Figura 8. Microscópio composto Zeiss (a) com uma camara clara (b) 
acoplada. 0 conjunto de lentes da câmara clara e a ilu - 
minaçao especial (c), permitem projetar sobre uma folha 
de papel branco os contornos celulares e nucleares.
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pela planimetria, utilizando um analisador de imagens IBAS 
("IBAS Image Analyser") e uma mesa magnética digital, adap
tada a um computador programado para analisar imagens ("IBAS 
Videoplan Measuring Programme")* (fig. 9). O programa do com
putador fez a medição simultânea das áreas dos pericãrios e 
seus núcleos, através do traçado de seu perímetro.

A metodologia estatística para a avaliação dos resul
tados obtidos pelas medições morfométricas das superfícies 
celulares e nucleares, das células neurossecretoras imunor- 
reativas, em estudo, dos diferentes grupos de peixes, incluiu 
o cálculo da média e do desvio padrão de cada uma das variá
veis estudadas nos respectivos grupos.

A significância estatística da diferença entre as mé
dias das medições realizadas e das variações das concentra
ções do cortisol no plasma sanguíneo, em amostras independen
tes, foi avaliada através do teste t de"student" , conforme 
programa do computador ("IBAS Videoplan Statistics Program
me"), tendo sido adotado o nível de significância de 5%.

Sempre que a estatística calculada era maior que o 
valor crítico, fez-se um destaque no gráfico, com um aste
risco.

As representações gráficas dos resultados estatísti
cos foram preparadas com o auxílio de um computador "Mac
intosh Personal".

*Cedido pelo Laboratório de Microscopia Eletrônica do Centro de Ciências da Saú
de da Universidade de Ottawa.
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Figura 9. Aspectos do conjunto eletrônico utilizado para medição 
dos neurônios imunorreativos e analise dos resultados.
a) Analisador de imagens IBAS ("IBAS Image Analiser");
b) Mesa magnética digital adaptada a um computador pro - 
gramado para analisar imagens ("IBAS Videoplan Measuring 
Programme").
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3.3 Avaliação Quantitativa do Cortisol 
Plasmâtico por Radioimunoensaio

O nível do cortisol plasmâtico foi determinado por 
radioimunoensaio, por Bärbel TRAYNOR.*
Utilizando um conjunto ("kit") de radioimunoensaio para cor
tisol (ICN Biomedicals, Inc., distribuído por Bio-Ria, Mont
real, Canadá), determinou-se o cortisol do plasma sanguíneo.

Foram coletados 7 0 y£ de sangue de cada um dos 36 pei
xes estudados, com auxílio de uma cânula no momento do sacri
fício do animal. O sangue foi levado imediatamente a um tu
bo da microcentrífuga (modelo Eppendorf). Após centrifuga
ção de 30 segundos, coletaram-se 50 y£ do plasma (sobrena- 
dante) , que foram divididos em alíquotas de 10 y&, dis
tribuídas em 5 tubos de ensaio (12x75 mm) e armazenados ã 
temperatura de 30°C negativos. Äs amostras de 10 y& de plas
ma foi adicionado cortisol marcado com iodo radioativo 
(125I), e todos os tubos agitados vigorosamente. Depois de 
incubados por 45 minutos ã temperatura de 37°C±1°C, decantou- 
se o conteúdo dos tubos. Com o auxílio de um contador cali
brado para 125I, fez-se a avaliação do cortisol plasmâtico.

* Bärbel TRAYNOR, técnica do Laboratório do Professor Dr. James N. FRYER, do De
partamento de Anatomia da Universidade de Ottawa.



i* Resultados

O Carassius auratus (L.), Cyprinidae, Cypriniformes 
(peixe dourado, "goldfish", "kinguio"), peixe selvagem dos 
rios do Sul da China, começou a ser domesticado em lagos, por 
volta do século IX. 0 peixe dourado tem sua origem em uma 
espécie de carpa selvagem, razão de sua primitiva denomina
ção de Cyprinus auratus (HUNNAM et alii, 1981; TOSELLI,
1988). A presença de dois pares de barbilhos e o maior tama
nho da carpa fazem a distinção entre as duas espécies.

Com a denominação de peixe japonês, foi introduzido
no Japão por volta de 1500 (BURTON & BURTON, 1984).

Mais de cem variedades de cores e formas diferentes 
já foram identificadas. Seu aspecto externo é muito variá
vel. Nos primeiros meses de vida apresenta coloração bron- 
ze-escuro e, ao atingir a fase adulta, aos doze meses de ida
de, adquire a cor definitiva. Pode apresentar escamas de 
diferentes tonalidades: do amarelo-latão ao vermelho-vivo.
Por vezes, estão presentes escamas transparentes, marcadas 
por manchas pretas ou prateadas (BURTON & BURTON, 1984;
WHEELER, 1985).

Seu tamanho, na idade adulta, pode variar entre 7 e 25 
centímetros de comprimento. A diferenciação sexual externa
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só é possível na época da reprodução (primavera e início do 
verão).

4.1 Aspectos Gerais do Sistema Neurossecretor 
Caudal do Carassius auratus (L.)

Nos 36 exemplares de Carassius auratus selecionados 
para o experimento, observou-se que, macroscopicamente, a 
medula espinhal tem aspecto branco-leitoso e afina na porção 
distai, alargando em seguida para formar uma pequena dilata
ção terminal, a urõfise. Extensa rede vascular irriga esse 
conjunto. A urófise está alojada na fossa urofisãria.

Em cortes histológicos sagitais, foi observado, pela 
microscopia óptica, que a porção afilada anteriormente des
crita constitui uma espécie de ponte entre a urófise e a 
porção proximal da medula. Em alguns cortes, o canal central 
do órgão pode ser observado.

As reações imunocitoquímicas, obtidas pela técnica com 
pelxo avidina-biotina-peroxidase (ABC), permitiram que, ao mi 
croscõpio óptico, fossem observadas células neurossecretoras 
de diferentes tamanhos, dispostas ao longo da medula espinhal 
até a urófise. 0 sistema neurossecretor caudal dos peixes tra 
tados com solução salina 0,6%, com metopirona ou com dexameta 
sona mostrou, em vários cortes histológicos, células Dahlgren 
de contorno irregular, com dendrites sem orientaçao definida 
e outras, também de contorno irregular, porém possuidoras de 
ramificações que se dirigem ã luz do referido canal.
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Foi possível também identificar, além da região rica - 
mente vascularizada junto à urófise, a presença de capilares 
nas regiões mais densamente povoadas com neurônios secreto
res .

Os mesmos peixes foram utilizados para investigar a 
presença de células neurossecretoras de urotensina I (UI) e de 
urotensina II (UII) . Os neurônios secretores de UI e UII, a
pós reagirem com os anti-soros específicos UI de Catostomus 
coxnmersoni ou UII de Gillichthys mirabilis respectivamente, a 
presentaram coloração marrom-intensa sobre fundo bege.

4.2 An á l i s e H i s t o l ó g i c a e Mo r f o m é t r i c a d os 
Ne u r ô n i o s i m u n o r r e a t i v o s à Ur o t e n s i n a I

4.2.1 Pe i x e s  T r a t a d o s  c o m  So l u ç ã o  Sa l i n a  0,6%
(Gr u p o  "A", c o n t r o l e )

As reações imunocitoquímicas, para verificação dos neu
rônios imunorreativos ã urotensina I (UI), da região caudal 
da medula espinhal dos C. auratus tratados com injeções pe
ritoneais de solução salina 0,6% durante 6 dias, permitiram 
a demonstração de células neurossecretoras de UI, dispostas 
ao longo da medula espinhal, até a urófise (fig.10). Nesta, 
as células e fibras neurossecretoras apresentaram intensa 
imunorreação ao anti-soro específico UI (fig.ll).

De acordo com o tamanho e a forma,dois grupos celula
res se destacaram (fig. 1 2 ): células neurossecretoras pequenas,
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Figura 10. Corte histológico sagital do sistema neurossecretor cau
dal de C. auratus do grupo "A".
Teste imunocitoquimico para UI.
(a) Neuronios secretores imunorreativos a UI, dispostos 
ao longo da medula espinhal, formando dois grupos paras- 
sagitais, que se estendem até a urofise; (b) urofise com 
forte imunorreatividade à UI; (c) canal central; (d) vas. 
cularizaçao intensa da porçao terminal da medula espi
nhal e parte dorsal da urofise.
Aumento: 40X.
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Figura 11. Corte histologico sagital da urófise de C. 
grupo "A".
Teste imunocitoquimico para UI.
(a) Urofise com intensa imunorreatividade a 
giao dorsal da urofise com grande quantidade 
vascular.
Aumento: 160X.

auratus do

UI; (b) re
de tecido
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Figura 12. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A", incluindo parte do 
sistema neurossecretor caudal.
Teste imunocitoquímico para UI.
(a) Parvocélulas imunorreativas à UI de contorno irre
gular, com (b) núcleo também de formato irregular; (c) 
magnocélulas imunorreativas à UI, com (d) nucleo poli
morfo; (e) canal central; (f) fibras com aspecto de ro
sário, imunorreativas à UI; (g) magnocélula com fraca 
imunorreatividade à UI.
Aumento: 160X.



59

parvocélulas*, distais ã urófise, mostravam corpo celular e 
núcleo de forma irregular, com cromatina escassa, por vezes 
em grânulos grosseiros e aderida ã membrana nuclear e um nu- 
cléolo grande e subperiférico (figs.12,13,14); Outras célu
las, também imunorreativas ã urotensinal, de maior tamanho, 
magnocélulas*, em geral próximas ã urófise, possuiam um nú
cleo polimorfo, com cromatina e nucléolo apresentando o mes 
mo aspecto que nas parvocélulas (figs. 12, 14, 15).

Algumas fibras espalhadas ao longo da medula espinhal 
também apresentaram imunorreatividade à UI (fig. 14).

A análise morfomêtrica, tanto nos exemplares do sexo 
masculino, como nos do sexo feminino, confirmou a presença 
de um universo de células neurossecretoras imunorreativas de 
diferentes tamanhos e formas (tabela III; figs. 16,17). A 
distribuição das amostras celulares analisadas permitiu que 
os pericários fossem agrupados em duas populações: uma em
que eles apresentavam áreas distribuídas entre 237 e 437 ym2, 
isto é, superfícies celulares pequenas (parvocélulas) (fig. 
16); e outra população cujos pericários possuíam áreas en
tre 437 e 712 um2 (magnocélulas) (fig. 16).

As parvocélulas apresentavam núcleos com áreas entre 
55 e 115 um2 (fig.17), enquanto os pericários magnocelulares 
tinham núcleos com áreas distribuídas entre 115 e 205 ym2 
(fig. 17).

Denominação utilizada por James N. FRYER.
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Figura 13. Corte histológico sagital de parte da medula espinhal de 
C. auratus do grupo "A".
Teste imunocitoquímico para UI.
(a) Parvocelulas imunorreativas à UI, com (b) núcleo de 
forma irregular; (c) neurônios sem imunorreatividade à 
UI.
Aumento: 160X.
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Figura 14. Detalhe de um corte histológico sagital da região cau
dal da medula espinhal de C. auratus do grupo "A". 
Teste imunocitoquímico para UI.
(a) Parvocelulas imunorreativas à UI, com corpo celu - 
lar e (b) núcleo de forma irregular, com (c) um nucléo 
lo grande e subperiférico; (d) magnocélulas imunorrea
tivas a UI, com (e) nucleo polimorfo e (f) um nucléolo 
grande e subperiferico; (g) neurônio secretor grande 
sem imunorreatividade à UI; (h) fibras com aspecto de 
rosário, imunorreativas à UI.
Aumento: 400X
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Figura 15. Aspecto parcial de um corte histológico sagital da re
gião caudal da medula espinhal de C. auratus do grupo 
"A".
Teste imunocitoquímico para UI.
(a) Magnocelulas imunorreativas à UI; (b) fibras com 
aspecto de rosário, imunorreativas à UI.
Aumento: 250X.
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T A B E L A  N9 III

ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS ÁREAS DAS CÉ

LULAS NEOROSSECRETORAS IMONORREATTVAS 

À PROTENSINA I (PERICÁRIOS E NÚCLEOS)

PERICÁRIOS NÚCLEOS
N9 do N9 de Desvio Desvio

Tipo de animal no neurônios Media padrão Media padrão
tratamento exoerimento estudados (um2) (um2) (um2) (um2)
Solução 51 24 398,41 67 ,00 100 , 67 18 , 82

S3 25 389,71 83 ,67 BB, 44 25 ,24
salina 54 25 382,60 81 ,13 96 ,49 24,41

55 20 483 ,05 111 , 29 108 , 58 36,60
0,6% 56 20 457 , 98 195 , 14 104 , 60 30 ,16

57 20 404 , 32 103 , 00 102 ,62 31 ,34
58 25 440.51 91 .67 116 . 60 21 .14
M1 20 384,57 10 B ,40 94 ,39 23,01
M2 20 350,56 113 , 28 84 ,72 29 ,13
M3 20 352 ,73 114 , 40 79 ,99 23 ,98

Metopirona M4 25 329,22 84 ,94 96 ,74 29 ,36
M5 20 329,71 70 ,47 86 ,76 28 ,77
M6 22 368,04 95 ,13 94 ,43 20 ,67
M7 20 3 6 7 . B6 97 .14 B1 .12 23.51
D1 20 481 , 78 109 , 30 119 , 90 32 ,57
D3 20 581 ,87 135 , 50 112,11 21 ,53
D4 20 475 , 47 72 ,57 132 ,88 . 36 , 77

Dexametasona D5 20 647 ,90 195 , 69 121 ,83 4B, 44
D6 25 416 , 66 95 ,55 98 ,53 22,88
D7 22 423 ,32 109 , 96 104 ,72 31 ,95
DB 25 500.71 170.11 140 . 13 34 .90
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Área dos pericários (pm2)

F ig u r a  16. Á re a s  dos  p e r i c á r i o s  s e c r e t o r e s  de 
U I - i r  dos C. auratus do g rupo  "A"

Área dos núcleos (pm2)

F ig u r a  17. Á re a s  dos n ú c le o s  de n e u r ô n io s  se  -  
c r e t o r e s  de U I - i r  dos C. auratus do 
g rupo  "A "
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^•2.2 Pe i x e s  T r a t a d o s  c o m  Me t o p i r o n a  (g r u p o  "B")

A ação da metopirona sobre as células neurossecreto- 
ras de C. auratus foi pesquisada em um grupo de peixes tra
tados com injeções peritoneais diárias desta droga, durante 
6 dias. Os pericários imunorreativos a UI destas amostras 
apresentaram coloração mais intensa (marrom acentuado) e os 
nucléolos mais evidentes, quando comparados ao grupo contro
le .

As áreas medidas nos diversos pericários e em seus 
respectivos núcleos apresentaram variações neste grupo de 
peixes tratados (tabela III). A morfometria das superfícies 
celulares resultou em duas populações, com áreas menores que 
as das células dos peixes do grupo controle: células peque
nas com áreas entre 162 e 412 ym2 (fig.18), com núcleos tam
bém pequenos, cujas áreas variavam entre 45 e 95 ym2 (fig. 
19), e magnocélulas, com áreas distribuídas entre os limites 
de 412 e 687 ym2 (fig. 18), as quais possuíam núcleo grande, 
com áreas entre 95 e 165 ym2 (fig.19).

0 estudo morfométrico das superfícies celulares e nu
cleares das células Dahlgren imunorreativas a UI mostrou 
uma diminuição destas áreas nos peixes que foram tratados 
com metopirona, quando comparado aos peixes do grupo teste
munha (figs. 20,21)

Os pericários imunorreativos a UI dos peixes tratados 
com metopirona foram observados com maior freqüência na re
gião posterior da medula espinhal, mais próximos à urófise.
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F ig u r a  18. Á re a s  dos p e r i c á r i o s  s e c r e t o r e s  de 
U l - i r  dos C. auratus do g ru po  "B"
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F ig u r a  19. Á re a s  dos n ú c le o s  de n e u r ô n io s  se  -  
c r e t o r e s  de U l - i r  do s  C. auratus do 
g rupo  "B "
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6 0 0 

5 0 0 

4 0 0 

3 0 0 

200

100

solução
salina
0 , 6%

metopirona dexametasona

F ig u r a  20 . M éd ia  das á r e a s  dos  p e r i c á r i o s  s e 
c r e t o r e s  de U I - i r  dos  C .  a u r a t u s  
t r a t a d o s  com s o lu ç ã o  s a l i n a  0,6% 
(g ru po  " A " ) ;  m e to p i r o n a  (g ru po  "B " )  
e dexam etasona  ( g ru p o  " C " ) .
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150

100

50

0

F ig u r a

*

solução metopirona dexametasona
salina
0,6%

21 . M ed ia  das á r e a s  dos  n ú c le o s  de neu 
r ô n i o s  s e c r e t o r e s  de  U l - i r  dos C .  
a u r a t u s  t r a t a d o s  com s o lu ç ã o  s a l i 
na 0,6% (g ru p o  " A " ) ;  m e to p i r o n a
(g ru po  " B " ;  dexam e ta sona  (g ru p o  " C " )
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Pode-se afirmar que as diferenças encontradas são es
tatisticamente significativas a um nível de probabilidades 
de p < 0,05 (tabelas IV e V).

4.2.3 Pe i x e s  T r a t a d o s  c o m  D e x a m e t a s o n a  (Gr u p o  " O

Outro grupo de peixes, tratado com injeções perito
neais de dexametasona durante 6 dias, foi posteriormente 
sacrificado para analisar a ação da droga sobre as superfí
cies das células neurossecretoras de C. auratus.

A população dos peixes tratados com dexametasona apre
sentou em suas células imunorreativas ã UI uma diminuição 
na intensidade da imunocoloração (marrom mais claro), bem 
como menor freqüência dos nucléolos visíveis, em relação ao 
grupo controle.

As injeções de dexametasona provocaram alterações de 
diferentes magnitudes na morfologia das células Dahlgren. 
Assim, através da morfometria, verificou-se que as áreas ce
lulares (tabela III) situaram-se num intervalo de 237 e 
662 ym2 (fig.22), e as áreas dos núcleos, em valores distri
buídos entre 65 e 235 ym2 (fig.23).

No grupo "C", as células neurossecretoras imunorrea
tivas ã UI distribuíram-se de modo irregular ao longo da me
dula espinhal, margeando o canal central.

A análise estatística revelou um aumento significati
vo da área celular dos pericãrios (fig.20), após o tratamento 
hormonal, a um nível de probabilidade p < 0,05 (tabela VI).
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T A B E L A  Ng IV

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERICÁRIOS 
NEPROSSECRETORES IMONORREATIVOS Á ÜROTENSINA I

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A ” E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

Gruno

T o t a l  de
c é l u l a s
m ed idas

M ed ia  
( um2 )

D e s v io  
pad rão  

( um2) t e l D
GRUPO "A " 
( c o n t r o l e )

7 n e ix e s 1 59 420 ,06 112 ,06  „ 303 < 0 ,0 5GRUPO "B " 
(m e to p iro n a )

5 , LiU*

7 D e ix e s H 7 353 .99 98 .16
A diferença entre os grupos "A" e "B" é estatisticamente sig -
nificativa
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T A B E L A  Hg V

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS DAS CÉLU

LAS NEÜROSSECRETORAS IMUNORREATIVAS À ÜROTENSINA I

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS nA" E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

Gruno

T o t a l  de
n ú c le o s
med idos

M ed ia  
(um2 )

D e sv io  
pad rão  

(um2 ) t E l D
GRUPO "A " 
( c o n t r o l e )

7 D e ix e s i5 q 10 2 .3 3 27 ,74 4 ,43* 304 <0,05GRUPO "B " 
(m e to p iro n a )

7 D e ix e s 147 88 ,68 26 ,04
A diferença entre os grupos "A" e "B" é estatisticamente sig -
nificativa
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T A B E L A  Ng VI

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERICÁRIOS 

NEOROSSECRETORES IMONORREATIVOS À UROTENSINA I

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A "  E "C "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

Gruno

T o t a l  de
c é l u l a s
m ed idas

M ed ia  
(um2 )

D e s v io  
pad rão  

(um2 ) t R l D
GRUPO "A " 
( c o n t r o l e )

7 n e ix e s 159 420 ,06 112 ,06 5 ,57* 277 <0,05
GRUPO "C " 
(dexam etasona)

7 p e ix e s 152 499 .92 151 ,46
A diferença entre os grupos "A" e "C" é estatisticamente sig -
nificativa
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Por sua vez, a média das áreas dos núcleos das células neu- 
rossecretoras do grupo controle mostrou-se significativamen
te menor (ao nível de probabilidade de p < 0,05) (fig. 21), 
do que a média das áreas dos núcleos dos neurônios que so
freram a ação da dexametasona (tabela VII). Pode-se aceitar 
que a dexametasona age, direta ou indiretamente, como subs
tância biologicamente ativa, sobre os pericários e os núcleos 
das células Dahlgren.

Os resultados obtidos nos dois grupos de peixes inje
tados com metopirona ou dexametasona indicaram que a ativi
dade secretora dos neurônios liberadores de UI é estimulada 
pelos hormônios adrenocorticosteróides.

4.3 An á l i s e Hi s t o l ó g i c a e Mo r f o m é t r i c a d os 
Ne u r ô n i o s Im u n o r r e a t i v o s â u r o t e n s i n a II

As células Dahlgren do sistema neurossecretor caudal, 
presentes em C. auratus, também secretam UII. A presença 
desse peptídio foi detectada por uma imunorreatividade gra
nular observada no interior do citoplasma dos neurônios dos 
exemplares que integravam o grupo controle. O anti-soro es
pecífico para UII, utilizado em reações imunocitoquímicas, 
revelou em cortes histológicos três tipos de células Dahlgren 
com tamanho e forma diversos (figs. 24,25). Células neuros- 
secretoras de forma arredondada, de tamanho pequeno, possuin
do um citoplasma reduzido e um núcleo circular, volumoso,
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T A B E L A  Ng VII

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS DAS CÉLU

LAS NEÜROSSECRETORAS IMUNORREATIVAS 'A ÜROTENSINA I

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A ” E "C "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

GruDO

T o t a l  de
n ú c le o s
m ed idos

M ed ia  
(um2 )

D e s v io  
pad rao  

(um2 ) t E l  D
GRUPO "A" 
( c o n t r o l e )

7 D e ix e s 159 102 ,33 27 ,74 284 <0,05
GRUPO "C "  
(dexam etasona)

7 o e i x e s 1 52 11B .45

H  , H-J

35 .80
A diferença entre os grupos "A" e "C" é estatisticamente sig -
nificativa
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Figura 24. Corte histológico sagital próximo da linha mediana da 
porção caudal da medula espinhal de C . a u r a tu s  do gru. 
po "A".
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Células Dahlgren imunorreativas à UII, de tamanho 
medio e formato irregular; (b) neurônios secretores i, 
munorreativos à UII, de tamanho grande, ovóides, com 
citoplasma abundante, (c) núcleo esferico; (d) vista 
parcial do canal central; (e) fibras imunorreativas a 
UII lisas e (f) em forma de rosário.
Aumento: 160X.
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Figura 25. Corte histológico sagital da medula espinhal de C . au -  
r a t u s  do grupo "A", mostrando diferentes populaçoes ce 
lulares.
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Células neurossecretoras imunorreativas a UII pe - 
quenas, de forma arredondada, citoplasma reduzido e (b) 
um núcleo circular volumoso; (c) neurônios secretores 
imunorreativos à UII de tamanho medio, com citoplasma 
reduzido, contendo (d) um núcleo esferico muito grande; 
(e) neurônios com fraca imunorreatividade a UII. 
Aumento: 160X.
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com escassa cromatina, no qual não foi possível visualizar 
nucléolo, foram observadas na porção dorsal da medula espi
nhal (fig.26). Não muito próximo à urófise, submarginais ao 
canal central, identificaram-se neurônios irregulares de ta
manho médio, com citoplasma reduzido, contendo um núcleo es
férico muito grande, com cromatina relativamente escassa 
(fig.27). Nucléolos não foram observados. Em ambos os lados 
da medula espinhal, em uma região proximal ã urófise, encon
traram-se células grandes, ovóides, com citoplasma abundante, 
núcleo esférico e excêntrico, contendo cromatina com aspecto 
de rede de malhas finas e um nucléolo geralmente central 
(fig. 28) .

Alguns axônios das células maiores e das de tamanho 
médio estendem-se em direção ã urófise, até atingi-la. Nas 
células neurossecretoras pequenas, alguns axônios de traje
to oblíquo aproximam-se do canal central e, sem atingi-lo, 
dirigem-se também para a urófise.

Alguns pericários magno e parvocelulares fortemente 
imunorreativos ã ÜII possuem ramificações que, terminando 
como bulbos, chegam ao canal central e, atravessando as cé
lulas de revestimento, entram diretamente em contacto com o 
fluido cerebrospinal (fig. 29). As magnocélulas são ovóides 
com citoplasma reduzido, núcleo ovalar grande, contendo cro
matina esparsa (fig. 30). As parvocélulas, mais ou menos es
féricas, também com escasso citoplasma, núcleo grande e es
férico, apresentam cromatina espessa, em pequena quantidade 
(fig.30). Nessas células não foram visualizados nucléolos.
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Figura 26. Detalhe de um corte histológico sagital da medula espi
nhal de C. a u r a tu s  do grupo "A", mostrando os neuronios 
secretores imunorreativos a UII pequenos.
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) células neurossecretoras imunorreativas a UII pe
quenas, de forma arredondada, citoplasma reduzido e (b) 
um nucleo circular, volumoso.
Aumento: 400X.



80

Figura 27. Detalhe de um corte histológico sagital da medula espi
nhal de C. auratus do grupo "A", mostrando as células 
Dahlgren imunorreativas a UII, de tamanho medio.
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Células neurossecretoras imunorreativas a UII, de 
tamanho medio, com citoplasma reduzido, contendo (b) um 
núcleo esférico muito grande .
Aumento: 400X
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Figura 28. Aspecto dos pericários grandes da região caudal da medu
la espinhal de C. auratus do grupo "A"; corte histolo- 
gico sagital.
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Pericários neurossecretores imunorreativos a UII 
grandes, com citoplasma abundante, (b) nucleo esferico, 
excêntrico, contendo cromatina com aspecto de rede de 
malhas finas e (c) um nucléolo central; (d) vista par
cial do canal central.
Aumento: 400X.
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Figura 29. Corte histológico sagital da porção caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A", mostrando células neu 
rossecretoras que contactam o fluido cerebrospinal.
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Canal central; (b) magnocélula fortemente imunorrea- 
tiva à UII; (c) parvocélulas secretoras imunorreativas à 
UII.
Aumento: 160X.
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Figura 30. Aspecto de um corte histológico sagital.mostrando os pe~ 
ricários parvo e magnocelulares imunorreativos à UII que 
contactam o fluido cerebrospinal de C. auratus do gru
po "A".
Teste imunocitoquímico para UII.
(a) Canal central; parvocélulas secretoras imunorreati- 
vas a UII, mais ou menos esfericas, com citoplasma escas 
so, (b) núcleo grande e esférico, com pequena quantida
de de cromatina; (c) magnocélulas secretoras imunorreati 
vas à UII ovóides, com citoplasma reduzido, (d) nuclec 
ovalar grande, com cromatina esparsa.
Aumento: 400X.
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A observação microscópica mostrou esses neurônios agrupados 
em contínua coluna de células, acompanhando lateralmente o 
canal central (fig. 30) .

4.3.1 Pe i x e s  T r a t a d o s  c o m  So l u ç ã o  Sa l i n a  0,6%
( G r u p o  " A " ,  Co n t r o l e )

A pesquisa morfométrica realizada em células neuros- 
secretoras imunorreativas ã UII da medula espinhal caudal 
dos C. auratus que compõem o grupo controle (Grupo "A) con
firmou a presença de tris populações de pericãrios: células 
neurossecretoras pequenas, com áreas distribuídas em um in
tervalo entre 12 e 187 ym2 (fig. 31) e núcleos com área medin
do entre 5 e 65 ym2 (fig.32). Outra população de células de 
tamanho intermediário mostrava área oscilando entre 187 e 
387 ym2 (fig.31), cujos núcleos apresentaram área entre 65 e 
105 ym2 (fig.32). Em um terceiro grupo com células neuros
secretoras grandes, mediram-se áreas celulares variáveis en
tre 387 e 562 ym2 (fig. 31) , com núcleos cuja área estava 
distribuída entre 105 e 215 ym2 (fig.32).

Calculou-se a média e o desvio padráo das variáveis 
em estudo, isto é, a média das áreas dos pericários e dos 
seus respectivos núcleos (tabela VIII).

As células neurossecretoras imunorreativas ã UII do 
grupo controle que possuem prolongamentos dendríticos que 
contactam o fluido cerebrospinal foram analisadas morfome- 
tricamente (tabela IX). Dois grupos de células destacaram- 
se: neurônios parvocelulares possuidores de área celular in-
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T A B E L A  N9 VIII

ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS ÁREAS DAS CÉ
LULAS NEUROS SECRETORAS IMUNORRF.ATTVAS 

À PROTENSINA II (PERICÁRIOS E NÚCLEOS)

PERICÁRIOS NÚCLEOS
N* do N* de D e s v io D e sv io

T ip o  de a n im a l  no n e u r ô n io s M ed ia pad rão M ed ia padrão
t ra ta m e n to exD e r im en to e s tu d a d o s ( um2 ) ( um2) ( um2) ( um2)

52 23 211,26 130,86 61 ,51 33,92
So lu ção 55 20 235,71 148,58 60,06 34,68
s a l i n a 56 20 306,23 130,20 66,90 26,7B
0,6% 58 21 293,63 104,39 68,39 26,98

59 20 160,85 77,57 56,60 41 ,19
510 23 114.63 145.95 27.12 29.45
M3 20 61 ,23 58,34 16,24 13,68
M5 21 113,04 52,43 31 ,44 10,10

M e to p iro n a M6 25 52,46 37,13 17,14 10,95
M9 25 97,96 92,44 e\je\j-d-C\J 21 ,22
M10 25 171 .79 70.96 e\jCO-d- 22.23
D6 22 355,30 103,57 88,61 30,92
D7 20 329,22 78,29 67,47 17,33

Dexametasona D8 20 210,75 130,44 63,33 42,90
D9 25 285,B7 115,55 72,67 30,69
D10 24 210,01 125,94 47,99 25,89
D11 25 100.29 125.54 29.30 37.91
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T A B E L A  N9 IX

ANÁLISE MOKFOMÉTRICA DAS ÁREAS DAS CÉ

LULAS NEUROSSECRETORAS IMÜNORREATIVAS 

À ÜROTENSINA II QUE CONTACTAM O FT.PT— 

DO CEREBROSPINAL (PERICÁRIOS E NÚCLEOS)

PERICÁRIOS NÚCLEOS
N9 do N9 de D e s v io D e sv io

T ip o  de a n im a l  no n e u ro n io s M ed ia pad rão M ed ia padrão
tra ta m e n to e xp e r im e n to e s tu d a d o s (um2 ) (um2 ) (um2 ) (um2)

S2 25 44,15 57,B9 10,32 9,24
S3 8 283,52 151 ,04 62,58 25,79

S o lu ção 55 25 30,01 22,43 C\lmCO 4,73
s a l i n a 56 8 283,52 151 ,04 62,58 25,79
0,6% S7 3 290,43 48,23 90,62 22,41

58 14 16,26 8,79 5,19 3,32
59 7 95,21 29,33 30,78 11 ,47
510 25 16.75 10.20 4.B9 3.57
M3 25 52,39 26,16 16,10 9,39

M e to p ir o n a M5 20 62,24 29,1B 14,97 7,91
M9 25 117.71 90. B8 34. B8 31 .33
D6 20 67,95 14,81 25,31 6,56
D7 25 172,54 88,B5 47,21 23,90

Dexametasona DB 22 65,77 15,13 27,03 7,86
D9 21 65,99 15,26 27,33 7,25
D10 25 173,91 123,47 44,52 30,59
D11 22 170,40 90,85 5B.51 27,52
D12 25 152.79 104.51 40.59 28.90
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ferior a 112 um2 (fig. 33) , portadores de núcleo com área 
nuclear igualmente pequena, oscilando entre 5 e 65 ym2 (fig. 
34); outros neurônios magnocelulares com área celular entre 
112 e 487 ym2 (fig. 33) apresentavam núcleo com área entre 
65 e 115 ym2 (fig. 34). A maior freqüência de amostras ce
lulares desses neurônios secretores estudados no grupo "A" 
era de parvocélulas. A caracterização de um neurônio indivi
dual padrão foi dificultada, devido à distribuição dispersi
va das amostras celulares estudadas (tabela IX).

4.3.2 P e i x e s  T r a t a d o s  com M e t o p i r o n a  ( G r u p o  " B " )

Após as injeções de metopirona num grupo de C. aura- 
tus, observou-se, em microscopia óptica, que a ação desta dro
ga reduziu o tamanho das áreas celulares nas células Dahlgren 
imunorreativas ã UII. Entretanto, pela análise morfométrica, 
verificou-se que, embora reduzidas as superfícies dos neurô
nios e dos seus núcleos, foram mantidas as três populações: 
pequenos, médios e grandes. As áreas das células Dahlgren 
pequenas mediam entre 12 e 37 ym2 (fig. 35) e a área nu
clear tinha entre 5 e 15 ym2 (fig. 36); neurônios de tamanho 
intermediário, com área dos pericários variando entre 37 e 
162 ym2 (fig. 35) e área nuclear entre 15 e 65 ym2 (fig. 36), 
foram encontrados; as células neurossecretoras grandes apre
sentavam corpo celular com área entre 162 e 287 ym2 (fig. 35) 
e núcleos variando entre 65 e 95 ym2 (fig. 36).
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F i g u r a  33 . Á re a  dos p e r i c á r i o s  dos n e u r ô n io s  
que c o n ta c ta m  o f l u i d o  c e r e b r o s p i  ~ 
n a l  s e c r e t o r e s  de U l I - i r  dos C .  a u -  
r a t u s  do g rupo  "A "  .

Á rea  dos n ú c le o s  (ym2 )

F ig u r a  34 . Á re a  dos n ú c le o s  de n e u r ô n io s  que 
c o n ta c ta m  o f l u i d o  c e r e b r o s p i n a l  
s e c r e t o r e s  de U l l - i r  dos C .  a u r a t u s  
do g rupo  " A " .
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As células Dahlgren dessas populações diminuíram sig
nificativamente sua área, a um nível de probabilidade p< 0,05 
(tabela X, fig. 37), bem como as respectivas áreas nucleares 
(tabela XI; fig. 38), quando comparadas com a análise morfo- 
métrica das médias das mesmas variáveis estudadas no grupo 
testemunha.

Sob a ação da metopirona, a distribuição dos pericá- 
rios e dos seus respectivos núcleos, ao longo da medula es
pinhal, bem como a intensidade da imunorreação à UII, não so
freram alterações em relação ao grupo controle.

As células neurossecretoras imunorreativas à UII que 
contactam o fluido cerebrospinal, dos C. auratus tratados com 
metopirona por seis dias, foram medidas morfometricamente. 
Esses neurônios apresentaram as mesmas características das 
populações celulares anteriormente descritas no grupo "A", 
observando-se, apenas, um pequeno aumento da área dos neurô
nios secretores e de seus respectivos núcleos (tabela 
IX) .

A análise morfométrica das parvocélulas mostrou áreas 
celulares inferiores a 162 ym2 (fig. 39 ) e áreas nucleares 
abaixo de 65 ym2 (fig. 40). Os neurônios magnocelulares apre
sentaram área celular entre 162 e 287 ym2 (fig. 39 ) e eram 
portadores de núcleo de área nuclear entre 65 e 135 ym2 (fig. 
40) .

As análises morfométricas das áreas pericárias e nu
cleares, realizadas nos neurônios secretores incluídos neste 
grupo "B" , mostraram que, após a injeção de metopirona, ocor-
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T A B E L A  N9 X

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERICÁRIOS 

NEÜROSSECRETORES IMPNORREATIVOS Á ÜROTENSINA II

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A "  E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

GruDO

T o t a l  de
c é l u l a s
m ed idas

M ed ia  
(um2 )

D e s v io  
pad rão  

(um2 ) t g l P
GRUPO "A "  
( c o n t r o l e )

6 n e ix e s 127 218 .25 141 .24 8 ,14* 199 < 0 ,05GRUPO "B "  
(m e to p iro n a )

5 D e ix e s 116 100 .46 7 7 . B9
A diferença entre os grupos "A" e "B" é estatisticamente signi -
ficativa
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3 0 0 i

solução metopirona dexametasona
salina
0,6%

F ig u r a  37 . M éd ia  da s  á r e a s  dos  p e r i c á r i o s  se  -  
c r e t o r e s  de U l l - i r  dos C .  a u r a t u s  
t r a t a d o s  com s o lu ç ã o  s a l i n a  0,6% 
(g ru po  " A " ) ;  m e to p i r o n a  (g ru p o  " B " )  
e dexam e tasona  (g ru p o  " C " ) .
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T A B E L A  Ng XI

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS DAS CÉLU

LAS NEPROSSECRETORAS IMONORREATIVAS À UROTENSINA II

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A "  E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

GruDO

T o t a l  de
n ú c le o s
m ed idos

M ed ia  
( um*)

D e s v io  
pad rão  

(um2) t *1 P
GRUPO "A "  
( c o n t r o l e )

6 n e ix e s 127 56 .27 34 ,90  7 20B < 0 ,05
GRUPO "B "  
(m e to p iro n a )

/, /1

5 D e ix e s 116 28.11 20 .79
A diferença entre os grupos "A" e "B" é estatisticamente signi
ficativa



solução metopirona dexametasona
salina
0 , 6%

F ig u r a  38. M ed ia  da s  á r e a s  dos n ú c le o s  de neu 
r ô n i o s  s e c r e t o r e s  de U I1  dos  C .  a u -  
r a t u s  t r a t a d o s  com s o lu ç ã o  s a l i n a  
0,6% (g ru p o  " A " ) ;  m e to p i r o n a  (g ru p o  
" B " )  e dexam e tasona  (g ru p o  " C " ) .
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Á rea  dos n ú c le o s  (ym2 )

F ig u r a  A0. Á re a  dos n ú c le o s  de n e u r ô n io s  que 
c o n ta c ta m  o f l u i d o  c e r e b r o s p i n a l  
s e c r e t o r e s  de U I l ~ i r  dos  C .  a u r a t u s  
do g rupo  " B " .
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reu um aumento não significativo das superfícies celulares e 
nucleares comparadas com a média das áreas pericárias e nu
cleares do grupo controle (figs. 41,42; tabelas XII e XIII).

As células neurossecretoras imunorreativas ã UII que 
contactam o fluido cerebrospinal foram observadas somente em 
três peixes tratados com metopirona, apesar de pesquisadas 
em todos os cortes histológicos dos exemplares estudados nes
te grupo.

4.3.3 P e i x e s  T r a t a d o s  com D e x a m e t a s o n a  ( G r u p o  " C " )

Ao serem analisados os resultados da análise morfomé- 
trica dos neurônios imunorreativos à UII dos peixes do grupo 
"C", tratados com dexametasona durante seis dias, observou-se 
que as superfícies celulares e nucleares não foram signifi
cativamente alteradas, em relação ao grupo controle (tabela 
VIII).

Com este tratamento, também foram encontradas três 
populações celulares: células pequenas, com área entre 12 e
187 ym2 (fig. 43), com núcleos de áreas igualmente pequenas, 
entre 5 e 55 ym2 (fig. 44) ; os neurônios de tamanho médio 
foram incluídos entre as células com áreas de 187 e 362 ym2 
(fig. 43), tendo seus núcleos área entre 55 e 95 ym2 (fig. 
44); por outro lado, as células grandes apresentaram áreas 
acima de 362 ym2 (fig. 43) e seus núcleos, áreas acima de 
95 ym2 (fig. 44).

As células neurossecretoras imunorreativas à UII dos
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2001

solução metopirona dexametasona
salina
0 , 6%

F ig u r a  41 . M ed ia  da s  á r e a s  dos  p e r i c á r i o s  dos 
n e u r ô n io s  que c o n ta c ta m  o f l u i d o  
c e r e b r o s p i n a l  s e c r e t o r e s  de  U I I -  
i r  dos C .  a u r a t u s  t r a t a d o s  com so 
lu ç ã o  s a l i n a  0,6% (g ru p o  " A " ) ;  me
t o p i r o n a  (g ru p o  " B " )  e dexam e tasona  
(g ru p o  " C " ) .
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T A B E L A  Ng XII

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERI- 

CÁRIOS KEPROSSECRETORES IMDNORREATIVOS 

À ÜROTENSINA II QUE CONTACTAM O FLUIDO 

CEREBROSPINAL

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A "  E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

Gruoo

T o t a l  de
c é l u l a s
m ed idas

M ed ia  
(um2 )

D e sv io
pad rão

(pm2) t R l P
GRUPO "A " 
( c o n t r o l e )

8 D e ix e s 117 57 ,74 90 ,30 1 , B Z 178 < 0 ,05
GRUPO "B "  
(m e to p iro n a )

3 o e i x e s 70 7B .53 65 ,00
A diferença entre os grupos "A" e "B" não é estatisticamente signi -
ficativa
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F ig u r a  42

metopirona dexametasona

M ed ia  das á r e a s  dos n ú c le o s  de neu 
r ô n io s  que c o n ta c ta m  o f l u i d o  c e r e 
b r o s p i n a l  s e c r e t o r e s  de U l I - i r  dos 
C . a u r a t u s  t r a t a d o s  com s o lu ç ã o  s a 
l i n a  0,6% (g ru p o  "A " )  ; m e to p ir o n a  
(g ru po  " B " ) e  dexam e tasona  (g rupo  
" C " ) .
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T A B E L A  Ng XIII

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS 

DAS CÉLULAS NEUROSSECRETORAS IMPNORREATI- 

VAS À ÜROTENSINA II QUE CONTACTAM O FLUI

DO CEREBROSPINAL

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A "  E "B "

T e s te  t  de " S tu d e n t "

GruDO

Total de
núcleos
medidos

Media 
(um2)

Desvio 
padrão 
(um2) t Kl D

GRUPO "A " 
(controle)

8 Deixes 117 15 ,74 21 .39 4 ,1 3 171 < 0 ,0 5
GRUPO "B "  
(metopirona)

3 Deixes 70 2 2 ,4B no CD

A diferença entre os grupos "A" e "B" nao e estatisticamente signi -
ficativa
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Á rea  dos p e r i c á r i o s  (ymz )

F i g u r a  A3. Á re a  dos p e r i c á r i o s  s e c r e t o r e s  de 
Ü I I - i r  do s  C .  a u r a t u s  do g rupo  "C "

20-

lowinininwinwtfíwwiftwwwiftmwtnwwin^CUn^lAtDNCOQO^CMn^lAtONCOOO«-

Á re a  dos n ú c le o s  (ym2 )

F ig u r a  44 . Á re a  dos n ú c le o s  de n e u r o n io s  s e 
c r e t o r e s  de U I I - i r  dos C .  a u r a t u s  
do g rupo  "C "
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peixes incluídos no grupo tratado com dexametasona são um 
pouco maiores que as células do grupo controle, porém não há 
significado estatístico para as diferenças de tamanho (tabe
la XIV) . Os núcleos destes pericários também apresentaram 
aumento da área nuclear, porém sem significado estatístico 
(tabela XV).

Os resultados demonstraram que a atividade secretora 
dos neurônios liberadores da UII é pouco estimulada pela de
xametasona. Seus efeitos não provocam alterações estatisti
camente significativas nas áreas celulares, nem nas nuclea
res, ao contrário do que foi observado nos pericários e nú
cleos das células secretoras de UII dos peixes tratados com 
metopirona (figs. 37,38).

A imunocoloração e a localização das células permane
ceram inalteradas, quando comparadas com o grupo testemunha.

A atividade biológica desencadeada por injeções diá
rias de dexametasona, em um grupo de peixes, mostrou que é 
capaz de desencadear reações de diferente magnitude, que se 
traduzem em modificações neuro-hormonais, capazes de alterar 
a área da superfície celular dos neurônios e de seus respec
tivos núcleos.

A avaliação morfométrica das células imunorreativas à 
UII que contactam o fluido cerebrospinal demonstrou altera
ções nas áreas celulares, que variavam entre 5 e 137 ym2 nas 
parvocélulas, e de 137 a 462 ym2 , nas magnocélulas (fig. 45). 
As variações das medidas de superfície realizadas nos nú
cleos das pequenas e grandes células acompanharam essa mesma
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T A B E L A  N* XIV

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERICÁRIOS 

NEOROSSECRETORES IMUNORREATIVOS À ÜROTENSINA II

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A" E "C"

Teste t de "Student"

Gruoo

Total de
células
medidas

Media 
(um2)

Desvio 
padrão 
(um2) t Kl P

GRUPO"A"
(controle)

6 oeixes 127 218,25 141,24 1 ,52 261 < D,05GRUPO "C" 
(dexametasona)

6 oeixes 136 2A4.93 142,88
A diferença entre os grupos "A" e "C" nao é estatisticamente signi -
ficativa
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T A B E L A  N9 XV

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS DAS CÉLP- 

T.AS NEUROSSECRETORAS IMUNORREATIVAS À ÜROTENSINA II

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A" E "C"

Teste t de "Student"

GruDO

Total de
núcleos
medidos

Media 
(um2)

Desvio 
padrão 
(um2) t £l P

GRUPO "A" 
(controle)

6 oeixes 127 56,27 34,90 1 ,00 261 <0,05GRUPO "C" 
(dexametasona)

6 Deixes 1 36 60,78 37, B4
A diferença entre os grupos "A" e "C" não é estatisticamente signi -
ficativa
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variação, sendo que sua distribuição de freqüências carac
terizava populações distintas, que iam de 5 a 65 ym2 nos nú
cleos das parvocélulas e de 65 a 115 ym2 dos neurônios mag- 
nocelulares (fig. 46).

A representação estatística de um valor central para 
a distribuição das superfícies pericárias na população em 
estudo foi obtida pela média de todas as análises morfomé- 
tricas realizadas nas células Dahlgren que contactam o flui
do cerebrospinal, incluídas no grupo "C". Igualmente, calcu
lou-se a média das superfícies nucleares das amostras de cé
lulas imunotratadas na população de peixes que recebeu inje
ções de dexametasona. Ao serem comparadas as médias do grupo 
"C" em estudo, com as médias do grupo testemunha (grupo "A") , 
pela utilização do teste t de Student, concluiu-se que há 
diferença estatisticamente significativa entre as duas popu
lações, tanto na variável que representa a área celular, 
quanto na que representa a área nuclear (tabelas XVI e XVII).

Analisando as áreas celulares e nucleares dos neurô
nios imunorreativos à UII que contactam o fluido cerebros
pinal, pode-se afirmar que os dois grupos, grupo "A" ou con
trole e o grupo "C", tratado com dexametasona, formam popu
lações distintas (figs. 41,42).

Afere-se destes resultados que a dexametasona, um hor
mônio adrenocorticosteróide, possui significativa ação bio
lógica sobre as áreas celular e nuclear dos neurônios que 
contactam o fluido cerebrospinal, imunorreativos à UII.
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Área dos pericários (ym2)

Figura 45. Área dos pericários dos neurônios 
que contactam o fluido cerebrospi
nal secretores de UlI-ir dos C. au- 
ratus do grupo "C".
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Figura 46. Área dos núcleos de neuronios que 
contactam o fluido cerebrospinal 
secretores de Ull—ir dos C. auratus 
do grupo "C".
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T A B E L A  N3 XVI

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS PERI- 

CÁRIOS NEÜROSSECRETORES IMUNORREATIVOS 

À PROTENSINA II QUE CONTACTAM O FLÜIDO 

CEREBROSPINAL

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A" E "C" 

Teste t de "Student"

Grupo

Total de
células
medidas

Media 
(um2)

Desvio 
padrao 
(um2) t *1 D

GRUPO "A" 
(controle)

8 Deixes 117 57.74 90.30 6,51* 275 <0,05GRUPO "C" 
(dexametasona)

7 Deixes 160 131.62 95.36
A diferença entre os grupos "A" e "C" é estatisticamente significa -
tiva
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T A B E L A  N9 XVII

ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS ÁREAS DOS NÚCLEOS 

DAS CÉLULAS NEÜROSSECRETORAS IMDNORREATI- 

VAS Â ÜROTENSINA II QÜE CONTACTAM O FLUI

DO CEREBROSPINAL

COMPARAÇÃO DOS GRUPOS "A" E "C" 

Teste t de "Student"

GruDO

Total de
núcleos
medidos

Media 
(um2)

Desvio 
padrão 
(um2) t Kl P

GRUPO "A" 
(controle)

8 oeixes 117 15.74 21 .39 8,63* 266 0,05GRUPO "C" 
(dexametasona)

7 Deixes 160 39.1B 24,56
A diferença entre os grupos "A" e "C" é estatisticamente significa -
tiva
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4.4 Teste de Co-Localização

Na busca de neurônios que fossem simultaneamente imu- 
norreativos ã UI e UII, em um grupo de peixes tratados com 
solução salina 0,6%, foram realizados testes de co-localiza- 
ção. A imunorreação obtida nos cortes adjacentes, tratados 
com anti-soros para ül e para UII, observados em lâminas in
tercaladas e adjacentes, revelou a coexistência de UI-ir (fig. 
47) e UII-ir (fig. 48) ao mesmo tempo, em muitas células. 
Contudo, pequeno número de pericários imunorreativos ã UII 
mostrou imunorreação fraca ou ausente, na presença do anti- 
soro UI.

As células Dahlgren, imunorreativas à UII, portadoras 
das ramificações que atravessam o canal central, contactando 
o fluido cerebrospinal, armazenam e secretam somente UII-ir, 
apresentando imunorreações negativas ã UI.

4.5 Teste de Especificidade

Com a imunocitoquímica procura-se um peptídio exis
tente na célula. Na busca da especificidade da reação antí- 
geno-anti-soro UI, procurou-se neutralizar, in vitro, as pro
priedades antigênicas dos peptídios, antes de levá-los a rea
gir diretamente sobre o corte histológico. Assim sendo, pro
cessando-se, em um microtubo, uma reação imunológica entre 
o antígeno UI e o anti-soro diluído desta mesma UI, obteve-
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Figura 47. Neuronios secretores da região caudal da medula espinhal 
de C. auratus do grupo "A"; corte histológico sagital.
Teste de co-localizaçao com o anti-soro UI.
(a) Neuronios secretores com imunorreatividade ao anti- 
soro UI.
Aumento: 160X.
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Figura 48. Células neurossecretoras da região caudal da medula espi.
de C. auratus do grupo "A"; corte histológico sagital. 
Teste de co-localização com anti-soro U1I.
(a) Células neurossecretoras com imunorreatividade ao 
anti-soro UII.
Aumento: 160X.
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se uma perfeita imunorreação, após incubação de uma noite. 
Quando se aproveitou o líquido existente no microtubo, no 
qual já ocorrera a reação antígeno-anti-soro, para provocar 
nova reação imunocitoquímica, verificou-se que esta não acon
teceu (figs. 49, 50). Os peptídios UI misturados no micro
tubo já haviam reagido com o anti-soro UI em toda a sua ca
deia peptídica.

Teste in vitro foi realizado com o hormônio liberador 
de corticotropina (HLC), peptídio que reagiu com o anti-soro 
UI. Levando o líquido do microtubo onde se processou esta 
reação, após incubação, para gotejamento sobre o corte his
tológico, obteve-se imunorreação quase total à UI. O HLC em 
sua seqüência de aminoãcidos tem marcada analogia estrutural 
com a UI, razão por que a imunorreação foi quase completa no 
microtubo (figs. 49,51).

Os resultados para a especificidade entre o peptídio 
UII e o anti-soro UII mostraram que não há imunorreação 
quando o líquido em que houve a reação antiginica entra em 
contacto com a célula preparada (figs. 52,53). Em peptí
dios com cadeia semelhante de aminoãcidos, a primeira reação 
antígeno-anti-soro dá-se in vitro no microtubo, não sobrando 
resíduos de aminoãcidos suficientes para a nova reação em 
contacto com os neurônios secretores de UII.

Em outro teste de especificidade realizado com peptí
dios não homólogos (UII e somatostatina), obtiveram-se resul
tados com duas reações antigênicas: uma in vitro e outra
obtida utilizando-se sobre as células do corte histológico
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Figura 49. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com UI (anti-soro).
(a) Neurônios secretores imunorreativos à UI.
Aumento: 160X.
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Figura 50. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com UI (peptídio) + UI (anti-so
ro) .
Ausência total de imunorreatividade.
Aumento: 160X.
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Figura 51. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com HLC (peptídio) + UI (anti- 
soro) .
(a) Neurônios secretores apresentando intensa imunorrea- 
tividade.
Aumento: 160X.
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Figura 52. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com UII (anti-soro).
(a) Neurônios secretores imunorreativos a UII.
Aumento: 160X.
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Figura 53. Corte histológico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com UI1 (peptídio) + U1I (anti - 
soro).
Ausência total de imunorreação.
Aumento: 160X.
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o líquido onde já ocorrera, in vitro, uma primeira imunorrea- 
ção. A presença de uma cadeia peptídica na somatostatina, 
em parte semelhante, porém com algumas diferenças fundamen
tais em relação ã UII, permitiu a obtenção de dupla imunor- 
reação (figs. 52,54).

Os resultados que demonstraram a especificidade das 
reações confirmam a presença de UI-ir e UII-ir nas células 
neurossecretoras da medula espinhal de C. auratus.

4.6 Radioimunoensaio

A fim de confirmar os resultados obtidos com a morfo- 
metria das áreas pericárias e de seus respectivos núcleos, 
buscou-se encontrar explicação para as modificações observa
das em cada grupo de peixes estudado.

A conseqüência da aplicação de drogas biologicamente 
ativas em C. auratus fez-se notar pelas alterações estatis
ticamente significativas, ou não, que ocorriam nos grupos de 
peixes tratados. Ao se injetar a metopirona, um potente ini
bidor do cortisol, obteve-se diminuição estatisticamente sig
nificativa nas áreas das células e núcleos imunorreativos 
à UI e ã UII; e aumento não significativo nas áreas celula
res e nucleares dos neurônios que contactam o fluido ce
rebrospinal, imunorreativos ã UII.

Ao contrário, na população de peixes submetidos à ação 
da dexametasona, os resultados mostraram aumento significa-
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Figura 54. Corte histologico sagital da região caudal da medula es
pinhal de C. auratus do grupo "A".
Teste de especificidade com somatostatina (peptidio) + 
UII (anti-soro).
(a) Neurônios secretores apresentando intensa imunorrea- 
tividade.
Aumento: 160X.
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tivo das áreas celulares e nucleares de todos os neurônios 
imunorreativos ã UI observados e das áreas das células neu- 
rossecretoras de UII que contactam o fluido cerebrospinal, 
bem como de seus núcleos; aumento não significativo foi ob
servado nas áreas celulares e nucleares dos neurônios imu
norreativos ã UII que não contactam o fluido cerebrospinal.

A dexametasona suprime a secreção de ACTH através do
efeito corticosteróide do "feedback" negativo sobre o hipo- 
tálamo e a glândula hipofisãria. Assim sendo, deve ocorrer 
um aumento do nível plasmãtico do cortisol, hormônio este 
que participa da regulação neurossecretora que comanda as 
reações de síntese que tim como conseqüência o aumento das 
áreas celular e nuclear.

Para a determinação do nível de cortisol no plasma 
sanguíneo, pela técnica de radioimunoensaio, utilizou-se cor
tisol como padrão e cortisol complexado com iodo radioativo 
i25i como marcador. 0 anticorpo cortisol, utilizado neste ra
dioimunoensaio, mostrou 13,5% de reatividade com 11-desoxi- 
cortisol, o maior produto biossintético do tecido adrenocor
tical, na presença da metopirona. A excessiva produção do 
11-desoxicortisol acumulado no sangue foi detectada pelo ex
perimento feito com radioimunoensaio para cortisol.

A detecção do nível de cortisol no plasma sanguíneo 
dos peixes que receberam injeções de metopirona apresentou 
níveis de cortisol elevados significativamente (fig. 55) .

No grupo de peixes tratados com dexametasona, os ní
veis de cortisol são muito baixos, ou até não detectáveis 
(fig. 55).
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Estes dados indicam qué a metopirona e a dexametasona 
administradas conforme protocolo deste experimento foram 
capazes de manipular, por sua atividade biológica, o estado 
adrenocortical da população de C. auratus, do experimento.



5 D iscu ssAo

Entre os peixes utilizados para investigação endócri- 
na, preferem-se aqueles de fácil obtenção e com melhor adap
tação em cativeiro. O Carassius auratus (L.), vulgarmente 
conhecido como peixe dourado ("goldfish"), é um dos exempla
res mais investigados quanto à regulação neuroendócrina e à 
neurofisiologia.

Os achados dos estudos imunocitoquímicos e neuroendó- 
crinos realizados em C. auratus (FRYER, 1981, 1989; FRYER & 
BOUDREAULT-CHÂTEAUVERT, 1981; FRYER et alii, 1984, 1985a, 
1985b; FRYER & LEUNG, 1982), revelaram semelhança com os re
sultados obtidos em pesquisas feitas no Catostomus commerso- 
ni (FISHER et alii, 1984; KOBAYASHI et alii, 1986a; LEDERIS 
et alii, 1982; McMASTER& LEDERIS, 1983, 1988; YULIS & LEDERIS, 
1987). Porém a dificuldade, da obtenção do C. commersoni e 
sua relutância em alimentar-se no cativeiro orientaram a es
colha do C. auratus nesta investigação.

5 .1  Aspectos Gerais do Sistema Neurossecretor Caudal

MIMURA et alii (1985), estudando a medula espinhal de 
Prochilodus affinis e de P. margravii, comenta que a mesma é
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achatada ventralmente, tendo o aspecto estrangulado ante
riormente ã urôfise (P. affinis) , ou uniforme (P. margravii) . 
Mais adiante, afirma que a medula espinhal é branco-leitosa 
quando fixada e branco-azulada in vivo, e que a urôfise está 
alojada na fossa urofisária.

O Carassius auratus, objeto de pesquisa neste experi
mento, apresenta a porção caudal da medula espinhal muito 
semelhante ã das espécies estudadas pelos autores anterior
mente citados, porém a coloração in vivo é branco-leitosa.

BERN & LEDERIS (1969, 1978), KOBAYASHI et alii (1985 
a, 1986b), YAMADA et alii (1985), YULIS et alii (1986), en
tre outros, utilizaram a técnica imunocitoquímica peroxidase- 
anti-peroxidase (PAP) para observação de células neurosse- 
cretoras imunorreativas do sistema neurossecretor caudal de 
peixes teleósteos. Neste experimento usou-se com sucesso, na 
busca de resultados semelhantes, a técnica complexo avidina- 
biotina (ABC), utilizando os anti-soros específicos uroten- 
sina I (UI) e urotensina II (UII).

Entre os autores consultados, não se encontraram re
ferências detalhadas ã morfologia das células Dahlgren, nem 
ao aspecto de sua "coloração" após reação imunocitoquímica, 
com técnicas semelhantes às descritas nesta pesquisa.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam 
a presença do sistema neurossecretor caudal em teleósteos, 
constituído por neurônios secretores (células Dahlgren) da 
medula espinhal, e a urôfise, órgão de produção, armazena
mento e secreção de neuro-hormõnios, pesquisados anterior-
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mente por ARNT et alii (1990) , ARSAKI (1813) , BERN (1969) ,BERN 
& LEDERIS (1978), DAHLGREN (1914), FISHER et alii (1984), 
FRIEDBERG & BERN (1968), KOBAYASHI et alii (1986b), KRIEBEL 
et alii (1979), LEDERIS et alii (1974), MIMURA (1978, 1985), 
YAMAMOTO (1979) , YULIS & LEDERIS (1986a, 1986b, 1988b) , YULIS 
et alii (1986c).

5.2 An á l i s e H i s t o l ó g i c a e Mo r f o m é t r i c a d o s Ne u r ô n i o s
IMUNORREATIVOS À UROTENSINA I E A UROTENSINA II

Os 36 exemplares de C. auratus foram tratados com fãr- 
macos para investigação de seus efeitos biológicos sobre as 
células neurossecretoras imunorreativas ã UI e à UII. Para 
isso, usaram-se injeções de solução salina 0,6% (grupo "A" , 
controle) , metopirona (grupo "B") e dexametasona (grupo "C").

As reações imunocitoquímicas para verificação dos 
neurônios imunorreativos ã UI da região caudal da medula es
pinhal dos peixes tratados com solução salina 0,6% permiti
ram demonstrar que eles estão dispostos em dois grupos celu
lares parassagitais, que se estendem até a urófise, confir
mando os achados de YULIS et alii (198 6c) , realizados no 
"white sucker" (Catostomus commersoni), sem tratamento prévio.

FRYER & LEDERIS (1988) realizaram estudos imunocito- 
químicos e morfométricos no hipotálamo de C. auratus tratado 
com solução salina 0,6%, onde constataram a presença de mag
no e parvocélulas. No presente trabalho, foram identifica
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das, através de técnicas imunocitoquímicas e de análise mor- 
foxnétrica, diferentes populações de neurônios, no sistema 
neurossecretor caudal.

De acordo com o tamanho e a forma, foi possível reco
nhecer dois tipos de células neurossecretoras de urotensina 
I-imunorreativa (UI-ir), parvocélulas e magnocélulas, distri
buídas na porção caudal da medula espinhal e na urõfise. Pô
de-se observar intensa rede capilar nas regiões mais densa
mente povoadas com células neurossecretoras, além de rica 
vascularização junto à urõfise, coincidindo, em todos os as
pectos, com as observações de vários autores, entre eles: 
ARNT et alii (1990) , em C. auratus; FISHER et alii (1984) , em 
C. commersoni, HONMA & TAMURA (1967); em Salvelinus leucamae- 
nis; ICHIKAWA et alii (1988), em Cyprinus carpio.

BERN et alii (1985), LEDERIS (1984), LEDERIS et alii 
(1974, 1985a, 1985b) encontraram no C. commersoni, parvo e 
magnocélulas exibindo processos lisos ou em forma de rosá
rio, entre os quais existiam gotículas de aspecto coloidal, 
que não apresentavam imunocoloração. No presente experimen
to, foram observadas, além de processos lisos ou em forma de 
rosário, fibras imunorreativas à UI espalhadas ao longo da 
medula espinhal e na urõfise.

Nesta pesquisa estudou-se, também, a localização dos 
neurônios secretores de urotensina II-imunorreativa (UII-ir). 
Valendo-se das mesmas técnicas imunocitoquímicas e morfomé- 
tricas utilizadas para observação das células Dahlgren que 
secretam UI-ir, foram identificadas três populações de célu-
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las neurossecretoras imunorreativas. Estes achados são mui
to semelhantes aos obtidos por YÜLIS et alii (1986c), no C. 
commersoni, contudo diferem das conclusões de OWADA et alii 
(1985b) que negam a presença de neurônios imunorreativos à 
UII, localizados anteriormente ao sistema neurossecretor cau
dal de nove espécies de peixes teleõsteos, inclusive do C. 
auratus. A discrepância fundamental pode ser devida a proce
dimentos metodológicos ou características do anti-soro UII 
utilizado.

Na presente investigação foi observada a ocorrência 
de axônios oriundos de neurônios grandes e de tamanho inter
mediário, imunorreativos ã UII, projetando-se em direção à 
urõfise, até atingi-la. Outros axônios das células neuros
secretoras pequenas, imunorreativas ã UII, de trajeto oblí
quo, que se aproximam do canal central sem, entretanto, atin
gi-lo, dirigem-se também à urõfise.

Coincidindo com os resultados de outros pesquisado
res, como LEDERIS & YULIS (1987), YULIS & LEDERIS (1986b, 
1988b), foram encontradas neste trabalho células Dahlgren 
parvo e magnocelulares imunorreativas ãUII, com ramificações 
dendríticas, que, projetando-se para dentro do canal central, 
terminavam em contato direto com o fluido cerebrospinal. Nos
C. auratus estudados, as ramificações apresentaram em sua por
ção terminal um pequeno bulbo que amplia a superfície de con
tacto com o líquido cerebrospinal. Estes resultados diferem 
dos obtidos por YULIS & LEDERIS (1988a), no C. commersoni e 
no Oncorhynchus kisutch. Os autores referem-se ãs termina-
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ções dendríticas que contactam o fluido cerebrospinal, apre
sentando formas em haste, parcialmente bulbar, ou em cabe
leira. Essas terminações são mais proeminentes e visíveis 
nos peixes de água doce, segundo trabalho realizado por OWADA 
et alii (1985a).

Diferentes estudos, realizados por FRYER (1981), FRYER 
& BOUDREAULT-CHÂTEAUVERT (1981), FRYER et alii (1983, 1984), 
FRYER & LEUNG (1982), demonstraram que o estresse, de qual
quer origem, aumenta o hormônio adrenocorticotrõpico (ACTH) 
secretado pela hipófise anterior. Como a secreção do princi
pal glicocorticóide das secreções adrenocorticais, o corti
sol, écontrolada pelo ACTH, a resposta ao estresse terá como 
conseqüência um aumento deste glicocorticóide.

As respostas dos hormônios adrenocorticotrópicos e 
glicocorticóides ao estresse são proporcionais ao estímulo 
(injeções de drogas, choque elétrico, hemorragia eoutros), 
podendo ser avaliadas pelas concentrações do ACTH ou do cor
tisol no plasma sanguíneo, conforme resultados obtidos por 
BALL et alii (1971) no Anguilla anguilla, FRYER (1981), FRYER 
& BOUDREAULT-CHÂTEAUVERT (1981) , FRYER et alii (1984) , FRYER 
& MALER (1982), no C. auratus.

A maioria das condições que causam elevação dos ní
veis de secreção de ACTH provocam-na, através de sinais 
que se iniciam em centros hipotalâmicos e são transmitidos ã 
hipófise anterior pelo hormônio liberador de corticotropina 
(HLC), segundo MOORE (1986). Por sua vez, afirma o autor, a 
secreção do cortisol, também conhecido como corticotropina ou 
adrenocorticotropina, é controlada quase que inteiramente
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pelo ACTH secretado pela hipófise anterior.
Segundo experimentos de REBAR (1986), algumas drogas, 

injetadas no homem, influenciam a secreção do ACTH, através 
de uma ação direta na atividade adrenocortical, como, por 
exemplo, a inibição da 11-6-hidroxilase pela metopirona. A 
metopirona, bloqueando a 11-8-hidroxilação, oposta a síntese 
do cortisol e dos corticosteróides, influencia a secreção do 
ACTH. Em indivíduos normais, a diminuição do nível de cor
tisol estimula o aumento da secreção do ACTH. Como a meto
pirona é um bloqueador enzimático relativamente fraco, dozes 
elevadas devem ser dadas, a intervalos freqüentes, para pro
duzir bloqueio.

Nos mecanismos do estresse fisiológico sobre a secre
ção do ACTH, o cortisol desempenha um mecanismo regulador. 
Imediatamente após o estímulo estressante, ocorre vim aumento 
do ACTH, seguido de grandes quantidades de glicocorticõides 
no sangue. O cortisol desempenha, a partir de então, um pa
pel inibidor sobre o hipotálamo e a hipófise anterior, cau
sando a diminuição da secreção do ACTH. Os efeitos regula
dores produzidos pelo cortisol elevado estão ligados a meca
nismos de realimentação negativa direta sobre o hipotálamo, 
diminuindo a formação do HLC, e sobre a glândula hipofisá- 
ria anterior, para diminuir a formação do ACTH. Estes meca
nismos de realimentação também contribuem para regular a 
concentração de cortisol no plasma.

Aproveitando esses princípios farmacológicos e fisio
lógicos, foram aplicadas injeções de metopirona, em um gru
po de doze espécimens de C. auratus. As células Dahlgren do
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sistema neurossecretor caudal dos peixes em estudo, prepara
das por ténicas imunocitoqulmicas, foram analisadas através 
de microscopia óptica, e as áreas das superfícies celulares 
e nucleares medidas pela morfometria, para verificação de 
possíveis alterações nesses neurônios, causadas pela aplica
ção da droga. As áreas celulares e nucleares dos neurônios 
imunorreativos ã UI e UII apresentaram-se significativamente 
menores, quando comparadas às dos peixes tratados com solu
ção salina 0,6% (grupo controle). Por outro lado, aumento 
não significativo das áreas celulares e nucleares dos neurô
nios imunorreativos à UII que contactam o fluido cerebrospi
nal foi observado. Um aumento na intensidade da imunorreação 
das células Dahlgren que secretam UI-ir também foi visuali
zado.

Estas observações sugerem que o metabolismo e a conse
qüente atividade secretora dos neurônios que elaboram, arma
zenam e secretam UI e UII no sistema neurossecretor caudal 
dos teleósteos são influenciados pelos hormônios adrenocor- 
ticais e adrenocorticotrópicos (ACTH). Os primeiros estudos 
realizados por FRYER & LEDERIS (1985) e FRYER et alii (1983) 
em C. auratus, demonstraram que a UI pode afetar a liberação 
do ACTH da hipófise desses peixes. A possibilidade de que a 
UI, de origem urofiseal, possa estar envolvida na regulação 
funcional do eixo hipotãlamo-hipõfise-adrenal nos peixes te
leósteos foi sugerida, mais diretamente, pelos resultados 
obtidos após uma urofisectomia realizada em C. auratus, por 
WOO et alii (1985). Com a retirada da urófise, o conteúdo
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do ACTH hipofisário e os níveis de cortisol circulantes au
mentaram, bem como o conteúdo da UI no hipotãlamo. Estes da
dos sugerem que a remoção da urófise, pela urofisectomia, 
pode trazer aumento compensatório da secreção de UI e, tal
vez também, do HLC, pelo hipotãlamo. Nestes conceitos estão 
baseadas as observações de um aumento marcante no número de 
neurônios imunorreativos a UI, após urofisectomia, em expe
rimentos realizados no hipotãlamo de "sucker" (C. commerso- 
ni), por YULIS & LEDERIS (1986a).

A "adrenalectomia farmacológica" com metopirona foi 
utilizada em investigações de ARNT et alii (1990), FRYER & 
BOUDREAULT-CHÂTEAUVERT (1981), FRYER & LEDERIS (1985, 1988), 
FRYER et alii (1983).

Para FRYER & LEUNG (1982), os corticosterõides sinté
ticos dexametasona e 8-metasona suprimem a secreção endógena 
do ACTH através de sua ação a nível hipotalâmico e hipofisã- 
rio. Estes autores observaram que a dexametasona, um glico- 
corticõide que atua sobre o ACTH, inibe a secreção exóge
na do ACTH no C. auratus e bloqueia o aumento desse hormônio, 
induzido pelo estresse. Os pesquisadores demonstraram, ain
da, que no bloqueio da liberação do ACTH, induzido pelo es
tresse, a dexametasona atua suprimindo o HLC, o qual é es
truturalmente homólogo aos peptídeos neuro-hipofisários e ao 
peptídio UI.

REBAR (1986) comenta que, em indivíduos humanos nor
mais, a dexametasona, como glicocorticóide, inibe a secre
ção do ACTH hipofisário através de um efeito "feedback" ne
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gativo dos corticosteróides no hipotálamo e na glândula hi- 
pofisária.

FRYER et alil (1985b) demonstraram que alguns peptí- 
dios naturais do nucleus preopticus de C. auratus, como ar- 
ginina vasotocina e isotocina, e o peptídio neuro-hipofisá- 
rio de mamíferos, arginina vasopressina, injetados no C. au
ratus, estimulam a secreção do cortisol nesse peixe cuja ati
vidade secretora endógena de ACTH estava bloqueada pela de- 
xametasona. Os autores demonstraram que os peptídios neuro- 
hipofisários estimulam a secreção do cortisol no C. auratus 
e sugeriram que, em teleósteos, a arginina vasotocina e a 
isotocina possuem atividade sobre o HLC.

A capacidade da droga em estimular a secreção do ACTH 
em animais bloqueados pela 8-metasona ou pela dexametasona é 
extensivamente usada como teste, in vivo, da ação do HLC em 
mamíferos e em teleósteos.

No presente experimento, após injetar dexametasona em 
um grupo de doze C. auratus, observou-se, à microscopia óp
tica, que os neurônios secretores de UI, preparados com téc
nicas imunocitoquímicas, mostraram diminuição na intensidade 
da imunorreação, quando comparados ao grupo controle. A mor- 
fometria desses neurônios e das células neurossecretoras de 
UII que contactam o fluido cerebrospinal revelou aumento sig
nificativo de suas áreas celulares e nucleares, quando com
paradas com o grupo testemunha.

Aumento não significativo foi observado nas áreas ce
lulares e nucleares das células Dahlgren imunorreativas à UII
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que não contactam o fluido cerebrospinal. Esses resultados 
sugerem que a inibição da secreção hipotalâmica de UI e, tal
vez, de UII pode ter induzido uma secreção compensatória de 
UI por parte do sistema neurossecretor caudal, como conse
qüência da administração de dexametasona. Este pressuposto é 
reforçado pelos resultados de outros autores, que demonstra
ram que, após a administração de metopirona, um potente es
timulador da secreção do ACTH, e do HLC do C. auratus (FRYER 
BOUDREAULT-CHÂTEAUBERT, 1981) e, talvez, da UI hipotalâmica, 
resultam na diminuição da secreção de UI pelo sistema neu
rossecretor caudal (FRYER & LEUNG, 1982) .

A transferência de peixes da ãgua doce para a ãgua 
salgada, nos trabalhos de FORREST et alii (1973) foi acompa
nhada por aumento da secreção do hormônio adrenocorticoste- 
róide, que, provavelmente, promove a adaptação ã ãgua do mar. 
0 papel da UI e da UII na osmorregulação é descrito em várias 
outras pesquisas (BALDISSEROTTO et alii, 1987; BERN et alii, 
1985; LEDERIS, 1984; LEDERIS et alii, 1974, 1985a, 1985b).

FRYER & LEDERIS (1985, 1988) e FRYER et alii (1983)
admitem a possibilidade de que as alterações na atividade 
secretora dos neurônios que sintetizam UI e UII podem refle
tir distúrbios induzidos na osmorregulação dos peixes tele- 
ósteos, provocados pela administração de metopirona e dexa
metasona.

Seguramente, mais pesquisas deverão ser desenvolvidas 
a fim de esclarecer a influência do estado cortical (adreno- 
corticotrópico-adrenocortical) nas secreções de UI e UII pe-
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las células da medula espinhal, da urófise e do eixo hipotá- 
lamo-hipofisário.

5.3 Teste de Co-LocalizaçAo

Os resultados de vários experimentos demonstraram a 
possibilidade da existência de mais de um antígeno em uma 
mesma célula (BERN et alii, 1985; ICHIKAWA et alii, 1988; 
LARSON et alii, 1986; ONSTOT & ELDE, 1986a, 1986b; YAMADA 
et alii, 1985; YULIS & LEDERIS, 1987). Através de reações 
imunocitoquímicas, foi confirmado neste experimento que, em 
um mesmo neurônio ocorre a presença de antígenos diferentes. 
A comprovação deste fato foi evidenciada nas células neuros- 
secretoras imunorreativas dos peixes do grupo controle. Ex
perimentalmente, a co-localização admitida para os peptídios 
foi comprovada, utilizando-se imunorreações em cortes seria
dos, semifinos, adjacentes, dispostos de maneira seqüencial, 
conforme metodologia de VANDESANDE (1982) .

5.4 Teste de Especificidade

A capacidade do sistema imunolõgico dos vertebrados 
em produzir anticorpos que reagem ã ação de uma substância 
antigênica estranha, com uma ordem quase infinita de liga
ções específicas, permitiu que, através da imunocitoquímica, 
fossem desvendadas incógnitas da neurobiologia.
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A distribuição imunocitoquímica de UI nas células do 
sistema neurossecretor caudal dos teleósteos foi observada 
por ARNT et alii, 1990; BERN et alii, 1985; FISHER et alii, 
1984; LEDERIS, 1984; LEDERIS et alii, 1974, 1985a, 1985b, con
firmando a presença de neurônios secretores na porção caudal 
da medula espinhal, descrita por DAHLGREN (1914) e SPEIDEL 
(1919, 1922). A evidência indireta da localização da UI nas 
células da medula espinhal caudal e na urófise foi obtida 
por ONSTOTT & ELDE (1984) , usando o anti-soro HLC que fez 
reação cruzada com a UI.

A UI, segundo LEDERIS & YULIS (1987), tem estrutura si
milar biologicamente análoga ao HLC dos mamíferos. A ocor
rência e a especificidade da UI e do HLC-imunorreativos fo
ram estudadas no C. commersoni, por LEDERIS et alii (1987). 
Para os autores, os cortes da região caudal da medula espi
nhal, ao reagirem com os anti-soros específicos UI e HLC, re
velaram que ambos os tipos de anti-soros são capazes de corar 
as mesmas estruturas do peixe pesquisado. Isto confirma que 
os dois peptídios têm ações antiginicas semelhantes.

Testes de especificidade similares ao acima citado fo
ram realizados por LEDERIS et alii (1985b), YAMADA et alii 
(1985), YULIS et alii (1986c), utilizando outras técnicas, em 
diferentes teleósteos. A especificidade da reação imunológica 
pode ser obtida neutralizando-se, in vitro, as propriedades 
antigênicas dos peptídios, antes de reagirem sobre o antíge- 
no existente no corte histológico. Isto feito em nosso expe
rimento, verificou-se que a UI (peptídio), neutralizada in
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vitro com o anti-soro UI, não apresentou reação, ao ser apli
cada sobre os cortes histológicos, cujas células continham 
UI. Por outro lado, o uso do peptídio homólogo HLC, bloquea
do in vitro com o anti-soro UI, quando gotejado sobre as cé
lulas neurossecretoras portadoras do peptídio UI, revelou 
imunorreatividade nestas células, coincidindo com os resul
tados de LEDERIS et alii (1985b, 1987), no C. commersoni.

0 primeiro dos princípios urofisários bem caracteri
zados biologicamente, e seqüenciado, foi a UII (ICHIKAWA et 
alii, 1988; McMASTER et alii, 1986; McMASTER & LEDERIS, 1983; 
MUNEKATA et alii, 1981) .

A UII, dodecapeptídio isolado e seqüenciado da urófi- 
se de Gillichthys mirabilis, Cyprinus carpio e C. connnersoni, 
é parcialmente homóloga e análoga à somatostatina-14.

Para localizar a UII no sistema neurossecretor caudal 
de algumas espécies de peixes ósseos, OWADA et alii (1985b) 
usaram anti-soro gerado contra a UII sintética do Gillichthys 
mirabilis.

No presente experimento, foi encontrado o peptídio 
UII-ir em células do sistema neurossecretor caudal do C. au- 
ratus. Ao buscar-se a especificidade nos neurônios secreto
res de UII da porção caudal da medula espinhal e da urófise, 
foi realizado teste in vitro, com um peptídio heterólogo (so- 
matostatina).

A reação in vitro, entre a UII (peptídio) e a UII 
(anti-soro), foi completa, não sendo possível observar imu- 
norreação nos tecidos imunotratados com esta solução. Area-
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ção in vitro, entre a somatostatina (peptídio) e a ÜII (anti- 
soro) não foi completa, razão por que a solução obtida in 
vitro, quando levada a reagir com o antígeno UII dos cortes 
histológicos, apresentou imunorreatividade. É importante 
destacar que a somatostatina e a UII, apesar de sua simila
ridade, diferem em importantes aspectos. 0 pequeno número de 
amostras estudadas neste experimento não permitiu encontrar 
resultados conclusivos nestes testes de especificidade. As 
investigações de especificidade, localização e analogia com 
outros peptídios, desenvolvidas por McMASTER et alii (1986) , 
McMASTER & LEDERIS (1983) e YULIS & LEDERIS (1988a), admitem 
a presença de dois sistemas imunorreativos, a UII-ir e a so- 
matostatina-imunorreativa, aparentemente interligados.

A utilização da imunocitoquímica em pesquisas, como 
instrumento para estudar a localização de vim peptidio e es
clarecer sua presença ou ausência, conduziu a caminhos que 
levaram à descoberta de um número sem precedentes de liga
ções, inter-relações, funções e secreções de células e seus 
anexos e tecidos em diferentes órgãos ou sistemas, especial
mente no sistema nervoso. 0 advento dos anticorpos monoclo- 
nais expandiu as possibilidades de produzir preparações imu- 
nocitoquimicas. Em todas as técnicas, a otimização de cada 
etapa e a escolha dos agentes, corantes ou drogas, são im
portantes para tornar o melhor possível o resultado obtido 
com a metodologia empregada.
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5.5 Radioimunoensaio

Apõs as injeções de metopirona, observou-se, nesta in
vestigação, que os níveis de cortisol no plasma sanguíneo, 
medidos por radioimunoensaio com 1251, elevaram-se significa
tivamente, quando comparados com os níveis de cortisol plas- 
mático, do grupo controle. A metopirona, sendo um inibidor 
da 11-6-hidroxilase, impede a síntese do cortisol e da cor- 
ticosterona, resultando em uma acumulação de 11-desoxicorti- 
sol no plasma sanguíneo.

Estes resultados são semelhantes aos achados de FRYER 
et alii (1984), que, em investigações in vivo no C. auratus, 
usando implantes de cortisol no nucleus preopticus, bloquea
ram o estresse induzido, elevando o nível de cortisol no 
plasma sanguíneo. Nestes mesmos experimentos, os resultados 
demonstraram que o estresse, ou a administração de metopiro
na, resultava em uma ativação dos neurônios do nucleus preop
ticus .

Para FRYER et alii (1985b), os peptídios neuro-hipo- 
fisários de teleõsteos, a arginina vasotocina e a isotocina 
produzem aumentos do cortisol plasmático, mais rápido que o 
peptídio de mamíferos, a arginina vasopressina.

Vários pesquisadores utilizaram a dexametasona, com a 
finalidade de alterar a secreção do ACTH, em diferentes ani
mais (ARNT et alii, 1990; CARNES et alii, 1987; FRYER et alii, 
1983). A dexametasona causou baixas significativas nos ní
veis de ACTH periférico medidos no plasma sanguíneo de rato, 
após quatro dias de tratamento (CARNES et alii, 1987). Neste
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experimento, realizado no C. auratus, foi medido o nivel de 
cortisol plasmático através do radioimunoensaio com 125I, 
após injeções diárias de dexametasona. O nível do cortisol 
no plasma sanguíneo dos peixes tratados com esta droga apre
sentou-se muito baixo e não foi detectado em alguns exempla
res .

A ativação do eixo hipofisãrio inter-renal dos tele- 
õsteos ocorre em resposta a uma vasta gama de agentes es- 
tressantes (PETER & FRYER, s.d.). Agentes estressantes não 
específicos, choque elétrico, choque térmico ou abruptas va
riações na salinidade resultaram em alterações neurossecre- 
toras do sistema neuro-hipofisãrio da enguia (Anguilla an
guilla) (FORREST et alii, 197 3) . Estímulos elétricos na por
ção ventral do hipotãlamo de teleõsteos, realizados por PETER 
& FRYER, s.d.), mostraram um aumento do cortisol no plasma 
sanguíneo.

Os pesquisadores têm procurado definir o papel do 
sistema neurossecretor caudal e dos produtos secretados no 
sistema endócrino dos peixes, relacionando-os com a função 
fisiológica de cada um dos peptídios que integram o sistema. 
Até hoje, porém,pouco foi esclarecido,o que justifica que as 
pesquisas se multipliquem, para que se possa entender tão im
portantes mecanismos reguladores neuroendócrinos e neurofi- 
siológicos.



CONCLUSÕES

1. Em relação ao tamanho das células Dahlgren:
a) Neurônios imunorreativos à urotensina I:

Duas populações (Pericários parvocelulares
(Pericários magnocelulares

b) Neurônios imunorreativos à urotensina II:
Três populações Pericários pequenos 

Pericários médios 
Pericários grandes

c) Neurônios imunorreativos à urotensina II que contac
tam o fluido cerebrospinal:
Duas populações j Pericários parvocelulares

( Pericários magnocelulares

2. A maioria dos .pericários neurossecretores da medula 
espinhal caudal do Carassius auratus são imunorreati
vos à urotensina I e à urotensina II. É possível que todas 
as células Dahlgren sintetizem os peptídios urotensina I 
e urotensina II. As diferenças de imunorreatividade 
podem refletir diferentes estados de atividade celular.

3. Os resultados obtidos demonstram que os hormônios 
adrenocorticosteróides influenciam a atividade secretora 
do sistema neurossecretor caudal de Carassius auratus



6 Ap ê n d i c e

1 Fixador Bouin
- 15 partes de ácido pícrico saturado;
- 5 partes de formaldeído;
- 1 parte de ácido acético.

2 Gelatina
- 0,5 g de gelatina;
- 50 mg de sulfato de cromo e potássio;
- 100 ml de água destilada.
Aquecer ã temperatura de 55°C; filtrar em filtro 
Fisher, número 5.

3 Solução salina tamponada com fosfato (PBS)
- 1 l de água destilada;
- 1,15 g de fosfato monobásico de sódio;
- 0,26 g de fosfato dibásico de sódio;
- 8 g de cloreto de sódio;
- 0,2 g de cloreto de potássio.

4 Tampão Tris (TRIS) 50 mM
- 2 l de água destilada;
- 15,16 g de Trizma 7,4.
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