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ASPECTOS MORFOLOGICOS
DO GANGLIO CILIAR NO CAO*
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L. Matos-Lima (3)
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INTRODUCAO

O génglio ciliar tem sido nas aves alvo de numerosos trabalhos
morfoldgicos (De Lorenzo, 1960; Hess, 1965; Koenig, 1967; Harwitt
et al. 1971; Cantino e Mugnaini, 1975), fisiolégicos (Landmesser e
Pilar, 1972, 1974; Martin e Pilar, 1963 a, b e 1964) e farmacoldgicos
(Marwitt et al. 1971). Deve-se este facto a um determinado nimero
de circunstancias, onde avultam o facil acesso cirlrgico, a simples
organizacdo arquitectural e as dimensdes inusualmente grandes dos
seus neurdnios. Estas caracteristicas fazem com que o ganglio ciliar

(*) Trabalho efectuado no Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina
da Universidade do Porto — Director: Prof. Doutor J. Castro Correia.

(t) Assistente Convidado — Instituto de Anatomia — Faculdade de Medicina
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(2 Professor Associado — Instituto de Anatomia — Faculdade de Medicina
= Porto.

(3 Monitor — Instituto de Anatomia — Faculdade de Medicina— Porto.



seja nas aves, um excelente modelo experimental para o estudo das
complexas interrelagBes pré e pos-sinapticas (Cantino e Mugnaini, 1975).

Possui duas populagdes bem distintas de neurfnios, os coroideus,
cujos axoénios inervam a musculatura lisa da cordide, com caracteris-
ticas morfoldgicas idénticas as descritas noutras células do sistema
nervoso vegetativo, e os neurdnios ciliares que inervam o corpo ciliar
e a musculatura da iris. Estes Gltimos, apresentam caracteristicas
morfo-funcionais diferentes dos anteriores, nomeadamente contactos
sinapticos feitos através de um complexo arranjo do tipo caliciforme e
a presenca simultanea, na mesma célula, de transmissdo nervosa do
tipo quimico e eléctrico (Marwitt et al. 1971).

Pelo que se disse, depreende-se que nas aves o ganglio ciliar é
uma estrutura profundamente estudada. Nos mamiferos, pelo con-
trario, sdo inexistentes estudos citolégicos neste ganglio. Pretende-
mos neste trabalho analisar a textura do génglio ciliar do cdo e deste
modo verificar se existem variagdes, nomeadamente de indole sinapto-
I6gica, em animais filogeneticamente diferentes, de forma idéntica
afinal, ao que acontece no cerebelo das aves e dos mamiferos (Paula-
-Barbosa, 1975).

MATERIAL E METODOS

a) Material

Utilizamos para a colheita do ganglio ciliar 14 cdes com pesos
variando entre os 7,5 e os 11 kgs, anestesiados com nembutal (1 mg/kg).
Este, era exposto ap6s enucleagdo, encontrando-se muito préximo do
vértice da orbita e lateral em relagdo ao nervo dptico. Eram evidencia-
veis também, as suas fibras aferentes, provenientes do nervo oculomotor
comum e as suas eferéncias que constituem os nervos ciliares e corgideus.

b) Métodos

1 Microscopia de luz — Fixamos o material destinado a coloracédo
pela hematoxilina-eosina em formol a 10% durante 24 horas. Foi
desidratado e incluido em parafina de acordo com os métodos usuais
e corados cortes seriados de 10 /xm.
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2. Microscopia electronica— Os ganglios ciliares imediatamente

apods a sua remocdo foram cortados em blocos ndo excedendo 0,5 mm
de didmetro e imersos durante duas horas numa solucdo aquosa a 4%
ndo tamponada de tetroxido de désmio. Pormenores do método ja
foram descritos por um de nés (Paula-Barbosa e Gray, 1974). Desi-
dratagdo por passagens sucessivas em séries de alcoois de concentragdes
crescentes e inclusdo em Epon. Empregamos o azul de toluidina e
a parafenilenodiamina para corar os cortes semifinos e o acetato de
uranilo e citrato de chumbo para contrastar os ultrafinos.

RESULTADOS

Tal como haviamos descrito para o ganglio esfenopalatino (Costa
e Paula-Barbosa, 1977) também neste caso encontramos ganglios com
forma variada, sendo no entanto, a esférica e a ovoide a que mais vezes
se observou, com dimensdes oscilando entre 0 1 e 2 mm. Todavia,
¢ de referir que nunca encontramos disposi¢des laminares como acon-
tece frequentemente noutras formagdes parassimpaticas, estando sem-
pre os ganglios ciliares envolvidos por uma resistente capsula fibrosa

(Fig. 1).

1 Microscopia de luz— Tal como acontece nas aves encon-
tramos dois tipos de neurdnios (Hess, 1963). Os cordideus, de menores
dimensfes (20-50 [im de didmetro) apresentam muitas vezes perfis
arredondados. Mostram assim, possuir as caracteristicas dos neurd-
nios do sistema nervoso auténomo, isto é, ndcleo situado no centro
de célula, muitas das vezes com nucléolos de grandes dimensdes, abun-
dante citoplasma e numerosos elementos gliais pericelulares, que os
embainham (Fig. 2).

O segundo tipo de neur6nio apresenta caracteristicas pouco comuns.
Com efeito, os corpos celulares dos neurdnios ciliares sdo frequente-
mente ovais, com didmetros que oscilam entre os 35 e os 75 /¢m, sendo
0 maior dos seus didmetros, paralelo ao maior eixo do ganglio. Con-



Fig. 1— Ganglio ciliar seccionado perto de um dos seus polos, reconhece-se a
capsula fibrosa (seta), os elementos celulares e o neurdpilo envolvente. Azul de
toluidina x 40.

Fig. 2— Aspecto de dois neurdnios coroideus, com o ndcleo central e respectivos
nucléolos. Os elementos gliais pericelulares sdo facilmente identificaveis (setas).
Azul de toluidina x 800.

Figs. 3 e 4 — Aspecto de dois neurdnios ciliares. Reconhece-se 0 nlcleo num dos
polos celulares (seta) enquanto o outro, polo hilar, se encontra junto a uma zona
constituida por células e fibras, zona hilar (z h) (pontas de seta). Azul de toluidina
X 200.



forme fazem notar Cantino e Mugnaini (1975) nas aves, também no
cdo 0 nacleo esta muitas vezes, localizado num dos polos celulares,
que por esse motivo foi designado polo nuclear (Figs. 3, 4) enquanto
pela parte oposta da célula entram as fibras aferentes e saem as eferen-
tes, sendo por isso designada polo hilar (Figs. 3, 4, 5, 6). Este polo
estd junto a uma complexa zona constituida pelas numerosas rami-
ficacbes das fibras aferentes, pelos dendritos celulares, por células de
Schwann e gliais, formando no seu conjunto a regido hilar (Figs. 5, 6).
Por vezes, é possivel ver o segmento inicial do axoénio eferente, antes
de adquirir a sua bainha de mielina (Fig. 6).

2. Microscopia electronica — O estudo ultrastrutural dos neurd-
nios cordideus mostrou corpos celulares envolvidos por uma bainha
perissomatica formada por prolongamentos citoplasmaticos de células
gliais (Fig. 7). Os botdes sinapticos dos contactos axo-somaticos,
encontram-se por dentro da bainha, com dimensfes ndo superiores a
1¢¢m (Fig. 7). Sdo do tipo | de Gray (Fig. 7), com vesiculas lisas de
40 a 60 nm de didmetro e uma ou outra vesicula de centro denso com
didmetro muitas das vezes superior a 120 nm. O citoplasma apresenta
numerosos corpos de Nissl, aparelho de Golgi bem desenvolvido,
muitas mitocondrias e numerosas estruturas electrdnicamente densas,
tipo lisossoma (Fig. 7). De salientar ainda a presenca de corpos de
inclusdo nuclear dos varios tipos descritos por Bouteille et al. (1967)
(Fig. 8) bem como bastonetes (Figs. 9, 10), idénticos aos descritos por
um de nds nas células do ganglio esfenopalatino (Paula-Barbosa e
Costa, 1980). Num caso, encontramos uma inclusdo intranuclear,
constituida por um coértex de material amorfo idéntico ao das inclusGes
granulares, mas com um centro formado por um bastonete filamentoso
(Figs. 9, 10).

Os corpos celulares das células ciliares encontravam-se envolvidas
por uma bainha idéntica a descrita para as células cordideias, sem no
entanto englobar a totalidade da regido hilar (Fig. 11). De referir
que nunca encontramos bainhas de mielina perissomaticas, referidas
como achados sistematicos nas aves (Cantino e Mugnaini, 1975).
Os terminais nervosos, sdo de dois tipos: os mais pequenos, com dimen-
sbes ndo superiores a 1/tm, tem caracteristicas idénticas as ja referidas
para o das células cordideias, encontrando-se por vezes a formarem



Fig. 5— Maior ampliagdo do polo hilar (p h) de um neurdnio ciliar. VVé—se com
pormenor a zona hilar (z h). Azul de toluidina x 1200.
Fig. 6— Polo hilar de uma célula ciliar (p h). Identifica-se 0o segmento inicial do
axonio (seta). Azul de toluidina x 1200.



Fig. 7— Aspecto ultrastructural de um neurdnio cordideu. Fara além do nicleo

e nucléolo, reconhecem-se no citoplasma, numerosas mitocondrias e lisosomas.

Junto a uma célula glial (c g), reconhece-se a origem de um dendrito (d). A bainha

pericelular é visivel (setas), bem como dois terminais axo-somaticos (pontas de
seta), x 4500.



Fig. 8— Corpo de inclusdo nuclear complexo num neurdnio coréideu. x 30.000.
Fig. 9— Corpo de inclusdo nuclear de um neurdnio coréideu. A estrutura central
€ um bastonete. x 4500.

Fig. 10 — Maior ampliacdo do mesmo corpo de inclusdo, x 30.000.



Fig. 11— Aspecto ultrastructural de um neurdnio ciliar. Os polos nuclear (p n)
e hilar (p h) sdo facilmente reconhecidos. A zona hilar (z h) estende-se por uma
larga area. x 4500.
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sinapticos com evaginagdes citoplasmaticas (Fig. 12). Os maiores,
com dimensdes até 5 jxm, sdo mais numerosos, formando com o corpo
celular, contactos axo-somaticos do tipo | de Gray, bem como zonas
especializadas do tipo «puncta aderencia» (Figs. 13, 14). Apresen-
tam estes terminais, numerosas mitocondrias, neurofilamentos e vesi-
culas com forma igual a atras descrita. A semelhanca do que é descrito
nas aves (Cantino e Mugnaini 1975) encontramos junto a membrana
poOs-sinaptica, uma zona citoplasmatica com menor ndmero de orga-
nelos, que lhe confere um aspecto de menor densidade (Figs. 13, 14).
Nesta zona sao frequentes condensagGes pds-sinapticas complexas
(Fig. 13) semelhantes as descritas no cerebelo do pombo (Paula-Bar-
bosa, 1975) e que entdo consideramos corpos densos subsinapticos como
0 haviam feito Milhaud e Pappas (1966). Em nenhum caso encon-
tramos juncBes especializadas, descritas no ganglio ciliar das aves
(Cantino e Mugnaini, 1975). De salientar também, que nas células
ciliares nunca encontramos corpos de inclusdo intranuclear, tdo fre-
guentes nas células anteriores.

A regido hilar destas células aparece muitas vezes rodeada por
axonios mielinizados de passagem (Fig. 15). S&o numerosos os axoé-
nios de pequenas dimensdes, mielinizados ou ndo, bem como os pro-
longamentos dendriticos e gliais (Fig. 15). As células de Schwann
sdo frequentes (Fig. 15). Os desmosomas sdo numerosos tendo alguns
grandes dimensfes (Fig. 16). Os contactos sinapticos axo-dendriticos
sdo todos do tipo | de Gray (Fig. 17). O seu nimero é elevado, o
que juntamente com a sua peculiar distribuicdo levou Cantino e Mugnaini
(1975) a comparar esta zona a um microneuropilo.

O espago intercelular do ganglio ciliar, ao contrario do que havia-
mos descrito para o ganglio esfenopalatino encontra-se ocupado por
fibras mielinizadas e poucos axonios amielinicos.

DISCUSSAO

Ao contrario do que acontecia com o ganglio esfenopalatino
(Costa e Paula-Barbosa, 1977), a forma e a situacdo do ganglio ciliar
sdo bastante constantes de animal para animal. A grande dificuldade
encontrada na obtencdo desta estrutura em boas condi¢Bes para poste-



Fig. 12— Evaginagdo citoplasmatica num neurdnio coréideu, formando um aparelho
pos-sinaptico idéntico a uma espinha (seta). O complexo sinaptico é do tipo |
de Gray. x 15.000.

Fig. 13 — Complexo sinaptico axo-somatico num neurdnio ciliar, onde se reconhe-
cem varias sinapses (setas) e desmosomas (ponta de seta). Junto do aparelho pds-
-sindptico de uma delas reconhecem-se corpos densos subsinapticos (duplaponta
de seta), x 60.000.

Fig. 14 — Complexo sinaptico axo-somatico dum neurdnio ciliar com uma extensa
zona activa, x 60.000.



Fig. 15— Zona hilar de um neurénio ciliar. Reconhecem-se uma célula de Schwann
(C.S.) e células gliais (C G). Identificam-se também numerosos dendritos (setas)
e terminais nervosos (ponta de seta), x 7500.



Fig. 16 — Extensa zona de juncdo desmosdmica dendro-somatica. x 60.000.

Fig. 17— Complexos sinapticos axo-dendritos do tipo | de Gray, x 60.000.
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rior fixagdo foi a sua situagdo junto ao vértice da drbita; dai um dificil
acesso cirargico, ndo s6 devido a profundidade a que se encontra, mas
também a riquissima vascularizagdo da regido retrocapsular, que
algumas vezes impediu uma correcta dissec¢do. Pensamos, que estas
dificuldades, serdo provavelmente a causa da inexisténcia de trabalhos
no ganglio ciliar dos mamiferos, em contraste com as numerosas obser-
vacOes feitas nas aves.

A citologia do ganglio é, de um modo geral, idéntico a das aves
e a observada noutros locais do sistema nervoso vegetativo. Esta
identidade é absoluta para os neurdnios coroideus, quer no que res-
peita a forma do corpo celular, as suas relagbes com a glia envolvente,
ao tipo de organelos e aos arranjos sinapticos. E de referir que também
nestas células encontramos inclusdes nucleares das formas mais variadas.
A sua andlise pormenorizada foi alvo de um estudo anterior (Paula-
-Barbosa et al., 1979). A sua importancia, como entdo foi salientado,
deve-se ao facto de serem indicadores de um estado de hiperactividade
celular, meramente funcional ou patoldgica. Nas células do sistema
nervoso vegetativo, sdo estruturas muito abundantes (Seite, 1970)
desconhecendo-se no entanto, qual o significado da sua presenga.

Ja as células ciliares das aves apresentam caracteristicas algo
diferentes dos outros neurbnios vegetativos. De referir a localizagéo
excéntrica do nucleo, que permite a classificagdo dos polos celulares
em hilar e nuclear, e a presenca de uma extensa area de aposicao sinap-
tica, formada por botdes de grandes dimensdes e dispostos em calice,
onde para além de sinapses quimicas existem outras jungGes especia-
lizadas. Ainda nesta espécie, é achado muito frequente, a presenca
de bainhas de mielina perissomaéticas, formadas a partir de varias células
gliais, idénticas a células de Schwann.

No cdo, a morfologia das células ciliares é grosso-modo seme-
lhante a descrita. Note-se no entanto, que nunca foram encontradas
juncbes especializadas axo-dendriticas ou axo-somaticas, nem téao
pouco bainhas de mielina perissomaticas.

A inexisténcia destas estruturas no cdo é de realgar se nos lem-
brarmos que a nivel desta células nas aves, ha transmissao nervosa
simultanea do tipo quimico e eléctrico. Como se sabe, sdo apontados
como factores passiveis de possibilitarem este Gltimo tipo de trans-
missdo, a presenca de bainhas de mielina perissomaticas, a grande
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dimensdo dos botdes sinapticos e a presenca de juncBes especializadas
(Cantino e Mugnaini, 1975).

O desenvolvimento progressivo das bainhas de mielina é, com
efeito, paralelo ao aparecimento da transmissdo eléctrica nas aves
e a sua desorganizacao leva a sua diminuigdo (Hess, 1965). Por outro
lado, a vasta area de aposicdo sinaptica do tipo caliciforme, foi apon-
tada por Martin e Pilar (1963, a e b) como substrato da transmisséo
eléctrica, atendendo a menor resisténcia das membranas sinapticas
quando comparadas com as membranas ndo especializadas. Por
altimo, Brightman e Reese (1969) demonstraram que as membranas
celulares estdo intimamente unidas ao nivel das juncOes especializadas
contribuindo indiscutivelmente para a transmissao eléctrica.

Voltando atras e relembrando que no ganglio ciliar do cdo néo
encontramos bainhas de mielina perissomaticas nem jungdes especiali-
zadas é fécil de antever a importancia de futuros estudos de indole
funcional nesta estrutura. Com efeito, a sua posterior correlagdo
com os presentes achados morfolégicos poderia contribuir de modo
marcado, para a definicdo da importancia relativa de cada um dos
mecanismos atras apontados susceptiveis de constituirem bases ana-
tomicas da complexa e pouco conhecida transmissdo sinéptica do tipo
eléctrico.
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VASCULARIZACAO DA ORBITA
E DO GLOBO OCULAR DO CANIS FAMILIARIS *

J. Castro-Correia, J. Borges ¢ Maria Manuel Borges
Instituto de Anatomia — Faculdade de Medicina —4200 PORTO

INTRODUCAO

O primeiro objectivo deste trabalho resultou da necessidade de
conhecermos em pormenor a anatomia vascular da drbita do céo,
a fim de podermos efectuar certas intervengfes cirdrgicas destinadas
a produzir isquemias selectivas do globo ocular. Com efeito, em tra-
balhos anteriores (J. Castro-Correia, J. Borges e J. Maia) em que pro-
curdmos conseguir determinados tipos isquémicos, chegamos a con-
clusdo de que apenas a estenose dos vasos retro-oculares poderia dar
completa satisfacdo aos nossos requisitos experimentais. Por outro
lado, a pesquisa da literatura concernente a vascularizacdo da orbita
do cdo, animal por nds utilizado nas experiéncias de isquemia da retina,
convenceu-nos de que ndo s6 havia diferencas de opinido entre os
diversos autores que se ocuparam deste assunto, mas também de que
havia marcadas omissdes quanto a pormenores anatomicos que para
nos eram extremamente importantes.

* Este trabalho foi apresentado no 24.° Congresso da Sociedade Portuguesa
de Oftalmologia e na 22.a Reunido Cientifica do Servico de Oftalmologia do Hos-
pital de S. Jodo.

Trabalho subsidiado pelo I.N.I.C. (Centro de Morfologia Experimental da
Universidade do Porto).
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As divergéncias de opinido quanto a origem da artéria oftalmica
externa e dos seus ramos, ao trajecto da artéria oftdlmica interna,
a origem da artéria anastomotica, a descricdo da anastomose das oftal-
micas e dos seus ramos, a vascularizacdo do nervo dptico e do globo
ocular e, ainda, as multiplas questdes relativas a prépria nomenclatura
utilizada pelos diversos autores, mais acentuou a necessidade de rea-
lizar o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo utilizdmos 21 cées adultos, de ambos os sexos, com
pesos compreendidos entre 7 e 12 kg.

Todos os animais foram injectados com 50 ml de Rhodopas a
15% na artéria cardtida comum direita. Os animais foram anestesiados
com nembutal na dose de 40mg/kg de peso, injectado na veia safena
magna. Em seguida, procedeu-se & individualizagcdo das car6tidas
comuns e da veia jugular externa direita. Apoés laqueagdo da artéria
car6tida comum esquerda e abertura da veia jugular externa, canulou-se
a artéria carotida comum direita e iniciou-se, imediatamente, a lavagem
do sistema vascular cefalico com soro fisiolégico aquecido a 37° C.,
até sair limpo pela abertura da veia jugular. Injectaram-se, entdo,
20 ml de acetona e imediatamente a seguir 50 ml de Rhodopas.

Em 10 animais, ap0s imersdo da cabeca em agua a temperatura
ambiente durante 24 horas, efectuou-se a corrosdo pelo acido cloridrico
durante 6 dias, findos os quais se completou a maceracdo dos tecidos
em agua corrente durante cerca de 12 horas. Com o0 objectivo de
estudar a vascularizagdo da cabeca do nervo 6ptico e do globo ocular,
enuclearam-se os olhos de 8 animais injectados pela técnica ja descrita,
tendo o cuidado de conservar os dois tercos distais do nervo Optico.
Neste caso a lavagem com agua corrente apds corrosao pelo acido
cloridrico foi feita com a maior cautela possivel, a fim de preservar os
vasos intra-oculares.

Em 3 animais, também injectados com Rhodopas, as cabecas foram
fixadas em formol a 10% durante 8 dias, tendo-se em seguida procedido
a dissecgdo das respectivas orbitas.
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O sistema arterial de todos os animais foi estudado, dissecado a
lupa e fotografado macroscopica e microscopicamente. Nas foto-
grafias efectuadas na lupa Wild M20. usaram-se amplia¢fes de 60 X
a 100 x.

RESULTADOS

A artéria infra-orbitaria destaca-se da artéria maxilar no vértice
da érbita e dirige-se para diante correndo ao longo do pavimento orbi-
trario (Figs. 1 e 2). Da sua face lateral destacam-se trés ramos, um
posterosuperior, que se dirige obliquamente para cima e para diante
e se distribui nas fibras anteriores do mdsculo temporal — artéria
temporal profunda —um intermédio que se dirige para o musculo
masseter — artéria masseterina— da qual também nascem artérias
pterigoideias e outro mais anterior, que se dirige para cima e para fora,
para atingir a glandula lacrimal pela face profunda — artéria lacrimal —.

Do lado superior da artéria maxilar, no ponto onde se origina a
infra-orbitaria, nasce um tronco — tronco orbitario — de comprimento
muito curto (cerca de 1-2 mm) e de calibre sensivelmente igual ao da
infra-orbitaria, que logo se divide em 2 artérias, uma anterior e outra
posterior (Fig. 2).

A artéria anterior dirige-se obliquamente para cima e para dentro,
para a parte anterior da parede interna da oOrbita onde penetra para se
distribuir, apds bifurcagdo, nas células etmoidais — artéria etmoidal
externa — (Figs. 2 e 5).

Do segmento inicial desta artéria destacam-se duas artérias mus-
culares, uma logo na origem e que vai distribuir-se na musculatura
inferior do cone muscular da Orbita— artéiia muscular inferior —
e outra que se distribui na parte superior da mesma musculatura — arté-
ria muscular superior — (Figs. 2 e 5).

A artéria posterior do tronco orbitario constitui a artéria oftalmica
externa, cujo segmento inicial descreve uma curvatura que recebe na sua
convexidade posterior a artéria anastomotica.

A artéria oftdlmica externa (Figs. 2, 3, 5 e 6), a principio situada do
lado externo do nervo Optico, a distancia de 0,5 cm, dirige-se obliqua-
mente de tras para diante e de fora para dentro até cruzar a face supe-
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rior do nervo a cerca de 1cm do polo posterior do globo ocular. Neste
ponto descreve uma ansa de concavidade posterior e mergulha ao longo
da face interna do nervo dptico para se anastomosar junto do seu bordo
infero-medial com a artéria oftdlmica interna.

A artéria oftalmica interna (Figs. 3, 5e 6) nasce do segmento inicial
da artéiia cerebral anterior que toma parte na constituicdo do poligono
arterial da base do cérebro. A artéria oftalmica interna dirige-se para
fora, para a extremidade superolateral do buraco Optico que atravessa
obliqguamente de fora para dentro, por cima do nervo (Fig. 5), de forma
a entrar no vértice da Orbita, junto da extremidade posterior da sua
parede interna. Durante o seu trajecto intracraniano e intracanalicular
(canal Optico), a artéria oftdlmica interna caminha na espessura da
duramater. Ap6s a sua entrada na Orbita, esta artéria segue para
diante, ao longo do bordo inferomedial do nervo, até se anastomosar
com a artéria oftdlmica externa e constituir a arcada anastomdtica das
oftalmicas (Figs. 3, 5e 6). Durante o seu trajecto, a artéria oftalmica
interna, além de um ramo inconstante para a por¢do medial do cone
muscular (Fig. 5), d& varios raminhos para os dois tercos posteriores
do nervo oOptico.

Das extremidades da arcada anastomdtica das oftdlmicas nascem
duas artérias que designamos por artérias ciliares comuns: uma nasal,
originada na extremidade superolateral da arcada, dirige-se obliqua-
mente para dentro sobre 0 nervo e divide-se em duas, a artéria ciliar
longa nasal e o tronco comum das artérias ciliares curtas posteriores
nasais; outra temporal, destacada do extremo inferomedial da arcada,
dirige-se de dentro para fora, por debaixo do nervo e divide-se em duas,
a artéria ciliar longa temporal e o tronco comum das artérias ciliares
curtas posteriores temporais (Figs. 7 e 8).

O tronco comum das artérias ciliares curtas posteriores nasais
divide-se geralmente em duas ou trés artérias ciliares curtas posteriores
que entram no globo ocular pelo terco medial da cabeca do nervo optico.
Destas artérias nascem ndo sé as artérias ciliares curtas posteriores
nasais que se distribuem na coroideia, mas também as artérias reti-
nianas nasais e, ainda, algumas arteriolas para o terco mediai da cabeca
do nervo optico.

O tronco comum das artérias ciliares curtas posteriores temporais
bifurca-se num ramo superior e noutro inferior que envolvem, a maneira
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de um anel incompleto os dois tercos laterais da cabeca do nervo dptico.
Deste anel destacam-se as artérias ciliares curtas posteriores temporais
para a coroideia, as artérias temporais da retina e, ainda, arteriolas
para os dois tercos laterais da cabega do nervo optico.

O nervo Optico tem, pois, irrigacdo de origem miultipla e prove-
niente, nos dois tercos posteriores, da artéria oftdlmica interna e no
terco anterior, de raminhos da convexidade da arcada anastomotica
das oftalmicas, do tronco comum das artérias ciliares curtas posteriores,
e, ainda, das proprias artérias ciliares curtas posteriores. Da conca-
vidade da arcada anastomotica das oftdlmicas também nascem alguns
raminhos para a porcao vizinha do nervo optico.

As artérias ciliares longas (Figs. 7 e 8), pouco depois da sua origem,
sensivelmente a distdncia de 0,5cm do nervo O6ptico, penetram na
espessura da esclerdtica e correm ao longo do meridiano horizontal
do globo até a raiz da iris, onde se bifurcam, para constituir um anel
arterial incompleto, ndo anastomético, na base da iris. Deste anel
partem raminhos arteriolares para o parénquima iridiano e raminhos
recorrentes para o corpo ciliar. Ao nivel do corpo ciliai encontram-se
seis pequenos troncos arteriolares — artérias ciliares anteriores — que
se bifurcam e anastomosam entre si, constituindo um anel arterial
ciliar anastomético (Fig. 8).

Finalmente, vamos descrever a artéria anastomotica, que liga a
artéria cardtida interna a artéria oftalmica externa. Esta anastomose
é constituida por uma artéria flexuosa e de calibre relativamente grande
que se destaca da face superior da carotida interna, no ponto em que,
nos moldes de corrosdo, a artéria cerebral posterior cruza por cima a
artéria carotida interna (Fig. 3). Em seguida, a artéria anastomotica
inclina-se para fora e atravessa a fissura orbitaria entre o nervo 6ptico,
situado para cima e para dentro, e a artéria maxilar, situada para fora
e para baixo. A saida da fissura orbitaria, a artéria anastomotica
encontra a convexidade da artéria oftdlmica externa que, como se
disse, constitui 0 ramo posterior do tronco orbitario da artéria maxilar.

Convém ainda referir que nalguns exemplares o segmento intra-
craniano da artéria anastomotica é duplo (Fig. 4) e que deste segmento
se destacam algumas arteriolas.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Pelo que respeita aos maiores vasos da oOrbita, 0s nossos resul-
tados confirmam as descricbes feitas por outros autores. Todavia,
quase todos os trabalhos anteriores omitem a descricdo dos pequenos
vasos e, também, muitos pormenores relativos ao trajecto, distribuigcdo
e relagbes das grandes artérias orbitarias. Chamaremos, por isso,
a atencdo para 0s pontos que nos parecem menos claros e a0 mesmo
tempo, procuraremos esclarecer certas questdes de nomenclatura que
necessitam de ser revistas.

Segundo alguns autores (Bradley e Grahame, 1959; Gillilan, 1976)
a artéria oftdlmica nasce directamente da artéria maxilar a saida do
canal alar do esfendide. Como tivemos ocasido de verificar, porém,
a artéria oftalmica externa ndo nasce directamente da artéria maxilar
mas sim do tronco orbitario que se divide, ap6s um trajecto muito curto,
em duas artérias orbitérias, a artéria oftdlmica externa e a artéria etmoi-
dal externa. A nossa descrigdo confirma, pois, as descricbes de Tan-
dler (1899), Jewell (1952) e De la Torre (1959, ’62). Estes autores,
porém, chamam artéria orbitaria ao tronco orbitario. Quanto a nds
julgamos mais apropriada a designacdo de tronco, ndo sO porque este
vaso é muito curto e largo (cerca de 1a 2 mm) mas também porque dele
resultam duas artérias orbitérias com trajecto e distribuigdo completa-
mente distintos.

A artéria oftdlmica externa recebe na sua origem a artéria anasto-
motica que, como tivemos ocasido de descrever, nasce da face superior
da carétida interna, é por vezes desdobrada no seu trajecto intracra-
niano e chega a Orbita através da fissura orbitaria. Embora a maioria
dos autores que se tém dedicado a este assunto faca referéncia a artéria
anastomotica, o certo é que nenhum a descreveu com inteiro rigor.
Assim, Ellenberger e Baum (1891) e Bradley (1959) designam-na por
artéria oftdlmica interna. Outros autores (Whisnant, 1956; De la
Torre, 1962; Gillilan, 1976) referem-se abreviadamente a artéria anas-
tomotica e descrevem a sua terminagdo na artéria maxilar. As descri-
¢Oes de Tandler (1899) e, posteriormente, de Jewell (1952) correspondem
aos nossos achados, mas estes autores afirmam que a artéria anastomo-
tica comega na artéria orbitaria, o que de facto ndo corresponde a



23

realidade. Segundo as nossas preparagles, a artéria anastomoética
provém da artéria carotida interna que emite este vaso na direcgdo da
corrente circulatdria normal, ndo sendo detectavel nos moldes, qualquer
aumento de calibre da car6tida interna apés a emissdo do vaso. Ao con-
trario, pois, do que afirma Jewell (1952), o tronco orbitario da apenas
duas artérias e ndo trés, porque a artéria anastomadtica € afluente da
oftdlmica externa.

Relativamente a artéria oftdlmica externa, é importante referir
que, a distancia de 1 cm do globo ocular, se anastomosa com a oftal-
mica interna, depois de cruzar as faces superior e medial do nervo
Optico. E sobre o bordo inferomedial do nervo que termina a artéria
oftdlmica interna. Esta artéria provém da artéria cerebral anterior
e chega ao vértice da orbita caminhando na espessura da duramater
da bainha do nervo Optico.

Ja dentro do cone orbitario, a artéria oftdlmica interna continua
a acompanhar o nervo Optico, fornecendo a irrigacdo para os seus dois
tergos posteriores. A artéria d4, também, um ramo muscular para 0s
musculos mediais e para os muasculos retractores do globo ocular.

A arcada anastomotica das artérias oftalmicas constitui-se, pois,
sobre o lado superomedial do nervo Optico, a cerca de 1 cm atras do
polo posterior do globo ocular e tem convexidade anterior. Desta
arcada partem raminhos posteriores e anteriores para as porgoes
vizinhas do nervo, facto que ndo vimos descrito pelos autores que se
referiram a anastomose das oftdlmicas (Jewell, 1952; Anderson, 1977).

Do mesmo modo, também ndo vimos referida a participacdo das
artérias ciliares na irrigagdo do terco distal do nervo 6ptico. Com
efeito ndo so as artérias ciliares comuns, mas também as artérias ciliaies
curtas posteriores ddo ramos para o terco distal do nervo de 2.° par
craniano. Como tivemos ocasido de descrever, cada uma das artérias
ciliares comuns divide-se numa artéria ciliar longa e num tronco comum
das artérias ciliares curtas posteriores.

As artérias ciliares curtas posteriores fornecem as artérias da
coroideia e da retina. As nossas observacdes ndo confirmam as des-
crigdes dos autores que se referem a uma artéria central da retina (Tan-
dler, 1899; Jewell, 1952; Bradley, 1959; Gillilan, 1976) e estdo de acordo
com a opinido dos que negam a sua existéncia (Mutlu, 1964; Enger-
man, 1966; J. Francois, 1974).
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Tal como Anderson (1977) verificamos que na base da iris existe
um volumoso circulo arterial constituido pelas artérias resultantes da
bifurcacdo das ciliares longas. Este circulo, contudo, ndo € um circulo
anastomotico. Dele nascem artérias anteriores que se distribuem no
parénquima iridiano e pequenas artérias posteriores que se dirigem para
a raiz da iris e para o corpo ciliar.

Além deste circulo observamos, ainda, a existéncia de um circulo
arterial posterior, situado ao nivel do corpo ciliar, essencialmente des-
tinado a irrigacdo deste segmento uveal e constituido pelas anastomoses
de 5 ou 6 artérias ciliares anteriores. Ao contrario de Anderson (1977)
pois, que apenas descreve um circulo arterial na Gvea, nds observamos
dois circulos arteriais uveais, um situado na base da iris e outro loca-
lizado no corpo ciliar.

RESUMO

Utilizando métodos de injecgdo vascular combinada com a dissec¢do
(3 animais) ou com a corrosdao pelo &cido cloridrico (18 animais),
os autores estudaram a vascularizagdo da 6rbita e do globo ocular no
Canis familiaris. Descrevem o tronco orbitario do qual se destacam
duas artérias, a etmoidal externa e a oftdlmica externa. A oftdlmica
externa recebe, na sua origem, a artéria anastomotica que nasce da face
superior da car6tida interna e que, por vezes, é dupla no seu trajecto
intracraniano. A artéria oftdlmica externa termina a cerca de 1 cm
por detras do globo ocular, anastomosando-se com a artéria oftalmica
interna que provém da cerebral anterior. A anastomose entre as duas
oftalmicas, os autores ddo o nome de arcada anastomotica das oftal-
micas. Desta arcada, que envolve as faces superior e medial do nervo
oOptico, nascem, pelas extremidades, as duas artérias ciliares comuns
(nasal e temporal) e, pela convexidade e concavidade, pequenas arte-
riolas para as porgdes vizinhas do nervo éptico. As restantes porgoes
do nervo Optico sdo irrigadas, atrds da arcada, pela artéria oftalmica
interna e adiante por arteriolas provenientes das artérias ciliares comuns
e dos troncos comuns (nasal e temporal) das artérias ciliares curtas
posteriores. A cabeca do nervo Optico é envolvida, nos dois tergos
laterais, por um anel incompleto que resulta da bifurcagdo do tronco
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comum das artérias ciliares curtas posteriores temporais. O terco
medial deste anel é ocupado por duas ou trés arteriolas ciliares curtas
posteriores nasais.

Das artérias ciliares curtas posteriores nascem as artérias coroi-
deias e as artérias da retina, muito mais finas. Deste modo os autores
ndo confirmam neste animal a existéncia de uma artéria central da
retina semelhante & da espécie humana. Os autores descrevem, ainda,
um circulo arterial da iris, circulo ndo anastomotico, formado pelos
ramos de bifurcacdo das artérias ciliares longas, nasal e temporal.
Finalmente, chamam a atencdo para a existéncia de um segundo circulo
arterial, situado ao nivel do corpo ciliar, menos volumoso que o da iris
mas completo e formado pelas anastomoses dos ramos das 5 ou 6 arté-
rias ciliares anteriores.

SUMMARY

To study the arterial vascularization of the orbit and eyeball in
Canis familiaris we injected into the right commum carotid artery of
21 animals an acrylic resin (Rhodopas). In 3 of them an anatomical
dissection was performed; in the remaning 18, digestion was accom-
plished by C1H.

We observe that there is an orbital trunk which gives rise to the
external ethmoidal artery and to the external ophthalmic artery. This
artery receives at the first part of its course, the anastomotic artery
which arises from the superior aspect of the internal carotid artery and
which sometimes appears double in its cranial route. The external
ophthalmic artery anastomoses with the internal ophthalmic artery
about 1cm behind the eyeball on the inferomedial border of the optic
nerve. The internal ophthalmic artery arises from the anterior cerebral
artery. We call the anastomose between both ophthalmic arteries
the ophthalmic arch. From this arch both common ciliary arteries
(nasal and temporal) and small arterioles to the surrounding optic
nerve, arise. The optic nerve is also supplied by arterioles coming from
the internal ophthalmic artery, the common ciliary arteries and the
short posterior ciliary arteries. The optic nerve head is partially encir-
cled by a division of the common temporal ciliary artery which gives
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rise to the short posterior temporal ciliaxy arteries and also by the short
posterior nasal ciliary arteries.

The choroidal arteries and the retinal arteries arise from the short
posterior ciliary arteries. There is no evidence of only one central
retinal artery.

We also describe a non-anastomotic arterial circle at the base of
the iris which arises from the division of the two long ciliary arteries.

Finally we describe an anastomotic arterial circle at the ciliary
body formed by the anastomoses among the five or six anterior ciliary
arteries.
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THE INTRACORTICAL ARTERIAL SUPPLY
OF THE CEREBELLUM IN THE “VERVET
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INTRODUCTION

Fully detailed and systematic knowledge concerning the arterial
blood supply of the cerebellum of mammals is as yet very incomplete.
This was so until recently even in man. Moreover, while the extra-
cortical arterial supply has been studied since the nineteenth century,
no matter how schematic and incomplete, the intracortical supply
has hardly been touched.

The only study of the intracortical arterial supply of the cerebellum
of the lower primates found was that by Fazzari (1924), who also paid
attention to the arterial blood supply of the cerebellum of other mam-
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mals, such as the horse, pig, domestic carnivores and small laboratory
mammals, the situation in man being his ultimate objective.

As the arterial system of the human cerebellum has been studied
to a much greater extent and because human nomenclature traditionally
has served as a basis for other species, some reference must be made
to the literature concerning the intracortical arterial blood supply of
the cerebellum in man.

One of the first studies is that of Duret (1874). He injected gela-
tinous suspensions of indigo-carmine into embryonic as well as adult
brains. It should be pointed out that Duret described the develop-
ment and structure of the pial arterial network with a surprising degree
of accuracy, although his observations were limited to the visible convex
surface.

Mouchet & Escande (1911) studied the pial arterial network by
X-ray after injecting a turpentine suspension through the internal
carotid and vertebral arteries. They described three different types
of arteries: cortical arteries of the lobes, vermian arteries and central
arteries. They stated also that all are end-arteries.

According to Sterzi (1915) the intracortical cerebellar blood supply
depends upon two different groups of arteries—the central ones
(divided into superior and inferior arteries) and the peripheral arteries.
The first ones supplying the central nuclei and surrounding white matter
and the second ones the cortex and remaining white matter. Sterzi
also stated that these two vascular systems are united by anastomoses,
in contradiction to the view of Mouchet & Escande.

Subsequent studies (Fazzari, 1926; Jakob, 1928; Tschernyscheff
& Grigorowsky, 1929; Lazorthes el al., 1950a, 1950 b, and mainly
Marini-Abreu, 1969) finally established the character of the intra-
cortical arterial blood supply of the human cerebellum. The nume-
rical proportions of these vessels, the collaterals at the various cortical
layers and even the arrangement of the meshes of the different vascular
networks were established by Marini-Abreu (1969).

The present study in the monkey examines the intracortical arterial
supply of the cerebellum and seeks to clarify certain differences des-
cribed in earlier reports.
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MATERIAL AND METHODS

Eight cerebella of the wvervet monkey (Cercopithecus aethiops
pygerythrus, F. Cuvier), aged from three to four years, of both sexes,
and free from any pathology of the central nervous system, were studied.

The Pickworth-Fazio technique (Fazio, 1938) as described by
Guerra-Pereira and Coetzer (1979) was employed throughout this
research study. It is essentially a benzidine and nitroprusside oxidase
method for demonstrating haemoglobin in red blood cells within the

vessels.

The technique was carried out as follows:
1 The fresh material was fixed in 10% formol saline solution.

2.

Sections of 2 cm thickness were cut 24 hours later and placed
into a saturated solution of sodium chloride and sucrose
with 10% formalin for 48 hours.

The sections were washed in running water for 10 seconds.
Frozen sections of 100-300 Dm were cut and washed in dis-
tilled water.

The frozen sections were placed in a freshly mixed benzidine
and nitroprusside reagent for 60 minutes at 37°C and then
washed for 10 seconds in distilled water. The benzidine
solution was prepared by dissolving 100 mg of benzidine in
0,5 ml glacial acetic acid and adding 20 ml distilled water.
The sodium nitroprusside solution was prepared by dissolving
80 mg sodium nitroprusside in 80 ml distilled water. These
two solutions were added to one another immediately before
use and agitated frequently.

The sections were placed in 0,05% hydrogen peroxide at
37°C for 60 minutes with frequent shaking. This solution
was freshly prepared before use.

The sections were washed in distilled water, dehydrated in
ascending grades of ethanol and cleared in xylene.

The sections were mounted in D.P.X.
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RESULTS

The cerebellar cortex of the Cercopithecus is richly vascularized
by innumerable small vessels penetrating it from the arterial network
of the pia-arachnoid. From this complex network, the so-called
«radial arteries» (Lewis, 1957; Klosovskii, 1963 and others) or «cortical
arteries» (Duret, 1874; Mouchet & Escande, 1911; Amaral-Gomes
& Lazorthes, 1962; Marini-Abreu, 1969 and Marini-Abreu & Guerra-
-Pereira, 1974) branch off towards the cortex.

Three types of intracortical vessels may be observed in the Cer-
copithecus cortex —sshort, medium and long vessels. The first predo-
minates numerically over the other two and the long ones are more
rare than those of medium length (Fig. 1).

The short vessels (Fig. 2), most numerous and of a very small
calibre are distributed exclusively to the molecular layer, which they
penetrate after a short and rectilinear course.

The medium vessels (Figs. 3, 4), of considerably larger calibre
mainly supply the Purkinje cell layer. They cross the molecular layer
without giving any branches thereto, to form T-shaped or more fre-
quently Y-shaped dichotomies in this layer. Occasionally the bran-
ching results in a trichotomy. Anastomoses between these vessels
are present, but probably because of the small width of this cortical
layer, no distinct networks are seen.

The long vessels (Fig. 5), less numerous, have about the same
calibre as the medium length vessels and are distributed essentially
to the granular layer. No branches are given to the molecular layer
but some are seen anastomosing in the Purkinje cell layer with the
medium vessels divisions.

The «transversal arterial type of vascularization (Fig. 6) described
by Pfeifer (1930) is present in the cerebellum of the «vervet monkey».
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DISCUSSION

According to Fazzari (1924) the cerebellar cortex of the «scimraia»
(monkeys) is supplied by three types of arteries:

1 The first type, comprises thin, short and numerous arterioles

distributed exclusively to the molecular layer;

2. The second type of cortical arteries is formed by thicker,
longer and less numerous vessels supplying mainly the granular
layer;

3. Finally the third type consisting of a few long arteries that
reach the medullary zone, after traversing the cortex.

In terms of calibre, course, number and the cortical layer prin-
cipally supplied, the authors found in the «vervet monkey» cerebellar
cortex three groups of vessels —short vessels, medium vessels and
long vessels. The first mentioned distributed exclusively to the mole-
cular layer; the second particularly to the Purkinje cell layer (stratum
neuronorum piriformium — nomina anatomica, 1977), and the third
essentially to the granular layer.

The short vessels (Fig. 2) branch at different levels of the mole-
cular layer anastomosing and forming vascular networks. The arran-
gement of the meshes in the molecular layer is radially oriented and
the meshes of this thin-rete are predominantly rectangular.

The medium vessels (Figs. 3, 4) supply mainly the Purkinje cell
layer, contrary to the statement of Fazzari who affirmed that there
was no special supply around the Purkinje cells. The branches of
the medium-length vessels are generally disposed at right angles to
the parent vessels, in other words, they tend to run parallel to the surface
and are therefore more or less restricted to the Purkinje cell layer.
Medium sized vessels which branches curve and penetrate into the
molecular layer, as seen by Marini-Abreu (1969) in the human cere-
bellum, have not been found in the Cercopithecus.

The long vessels (Fig. 5), corresponding to the second type of
Fazzari, are distributed essentially to the granular layer. No branches
are given to the molecular layer, as stated by Fazzari, but some are
seen anastomosing in the Purkinje cell layer with the medium vessels
divisions. These long vessels ramify in the granular layer in typical



Fig. 1— General view of the blood supply of the Cercopithecus cerebellar cortex.
x 32.



Fig. 2— The short vessels ( .) of the molecular layer, forming a thin wide-meshed
arterial network, x 83.



Fig. 3— Medium vessel (...) forming T-shaped dichotomy in the Purkinje cell layer.
x 105.



Fig. 4 — Medium vessels (...) forming T —or Y — shaped dichotomies in the Pur-
kinje cell layer, x 105.



Fig. 5— Long vessel (...). The density of vascularization of the granular layer is
striking, x 105.
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arboreal fashion, forming sometimes at the tips of the folia terminal
«bouquets», with the medium sized vessels. The boundary between
grey and white matter is often transgressed, so that a few of the ter-
minal branches of the long vessels actually supply the white matter.
Nevertheless, this boundary appeared fairly well circumscribed, owing
to the enormous difference in vascular density between the granular
layer and adjacent white matter. The density of vascularization of
the granular layer is striking, far exceeding that of the molecular layer,
but no clear differentiation between granular and Purkinje cell layer
is possible in terms of vascular density. The arrangement of meshes
of the granular rete is without definite orientation. This dense reti-
culated network anastomoses with the network of the subcortical
white matter, while the network of the Purkinje cell layer anastomoses
with the arterial rete of the molecular and granular layers.

According to Marini-Abreu (1969), there is in the human cere-
bellum among the arteries running from the pial arterial network to
penetrate the cerebellar cortex, a further type — the extra-long vessels —
fundamentally aimed at the white matter of the cerebellum, «espe-
cially at its periphery». In the present study these vessels were not
identified.

The «transversal arterial type of vascularization» of Pfeifer, found
by Fazzari (1924) in the guinea pig, mouse, rabbit, cat, dog, rarely in
pig and very rarely in man, identified by Guerra-Pereira (1972) in the
domestic ruminants but not by Perria (1941) or Marini-Abreu (1969)
in the human cerebellum, is present in the Cercopithecus cerebellum
(Fig. 6). This type of vascularization consists of long vessels which
cross the cortex, the white matter and reach the opposite cortical zone,
where they ramify in the granular layer.



Fig. 6 — The «transversal arterial type of vascularization» of Pfeifer ( .). x 130.
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SUMMARY

The intracortical arterial supply of the cerebellum in the «vervet
monkey» (Cercopithecus aethiops pygerythrus) has been examined
and described in detail.

The present investigation has shown that, in terms of calibre,
course, number and the cortical layer principally supplied, it is possible
to distinguish three groups of vessels: short vessels, medium vessels
and long vessels.

While the results we report in this study are in general in agre-
ement with the observations of Fazzari (1924) in the lower primates
and of Marini-Abreu (1969) in the human cerebellum, some differences
have emerged.

RESUMO

No presente trabalho de investigacdo é estudada e descrita deta-
lhadamente a circulacdo arterial cortical do cerebelo do macaco —
Cercopithecus aethiops pygerythrus.

Conforme o calibre, trajecto, nimero e camada cortical vascula-
rizada, € possivel distinguir trés tipos de vasos: vasos curtos, vasos
médios e vasos longos.

Se bem que os resultados deste estudo estejam de uma maneira
geral de acordo com os de Fazzari (1924) nos primatas inferiores e de
Marini-Abreu (1969) no cerebelo humano, algumas diferengas séo
apontadas pelos autores.
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ESTUDO ULTRASTRUTURAL
DA ESPERMATOGENESE
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ABSTRACT — An ultrastructural study of the sper-
matogenesis X. helleri (viviparous teleost) was under-
taken specially in order to show the different phases of
sexual cell evolution during spermatogenesis. Sexual
cells at the same stage of evolution are surrounded by
the Sertoli cells which form a spheric cyst. At the
final meiotic stages, the spermatids have a spherical
shape with a circular nucleus containing homogeneous
chromatin. The early spermatid nucleus becomes a
hemicircular shape and its chromatin begins to condense
at the circular periphery. The mitochondria are cir-
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cular and seem to migrate near the flagellum which
begins its development. The middle spermatid becomes
more elongated and the nucleus takes a lanceolate
shape with denser chromatin. The centrioles are placed
in the subnuclear fossa. The more elongated mito-
chondria are arranged in a helicoidal disposition sur-
rounding the flagellum. In this phase, the nucleus
migrates to the periphery of the cyst and contacts the
Sertoli cells. The late spermatid nucleus becomes
denser and takes a pointed shape. The apical zone of
the nucleus is in close association with the Sertoli cells
forming the spermatophores, which contain some lyso-
somes with acid phosphatase detected by cytochemical
methods. During the final maturation phase the Ser-
toli cells show a typical aspect of degenerescence by
lysosomal activity. In view of this fact, the sperma-
tozoon head becomes free, but the spermatozoon remains
attached by the intermediate piece and by the flagellum
forming the spermatozeugma.

INTRODUCAO

O estudo ultrastrutural dos espermatozoides dos diferentes grupos
animais reveste-se de grande importancia, ndo s6 pela possibilidade
de contribuirem para a clarificacdo da taxonomia entre espécies de
morfologia similar (Brown, 1970; Franzén, 1977; Afzelius e Ferra-
guti, 1978; Mattei e Mattei, 1978b; Azevedo e Corral, 1982a), como
também, pela contribuicdo que, em alguns grupos, tém dado para o
estabelecimento de relagGes filogenéticas (Billard, 1970c; Baccetti, 1970;
Franzén, 1970; Baccetti e Afzelius, 1976; Afzelius, 1979). Além disso,
alteracBes ultrastruturais e alteracdes na mobilidade dos espermatozoi-
des tém sido sugeridas como resultado da poluicdo marinha ou da acti-
vidade de agentes perturbadores (Daniels et al., 1971; McGrady e
Nelson, 1972; Brokaw, 1974a, 1974b; Rice e Simén, 1980).

O estudo ultrastrutural dos espermatozoéides do heterogénio grupo
dos peixes tem sido objecto de poucos estudos, comparativamente a
outros grupos de animais (ver, Baccetti e Afzelius, 1976). Nos peixes
oviparos (Mattei, 1970; Billard, 1970c; Todd, 1976; Mattei e Mattei,
1976, 1978b), e peixes viviparos (Billard, 1970a; 1970b; 1970c; Aze-
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vedo, 1976; Azevedo e Corral, 1982b), tém sido descritas diferencas
morfologicas nos diferentes tipos de espermatozoides, facto que pare-
cem estar relacionados com a fisiologia da reproducéo.

Por outro lado, a aglutinagdo dos espermatozoOides em estruturas
especiais relacionadas com o0s processos de transmissdo espermatica
em diferentes grupos de animais, por meio de espermatéforos (Mann
et ah, 1970; Jamieson, 1978; Hadfield e Hopper, 1980) e por meio de
espermatozeugmata (Billard, 1970a; Ferraguti e Braidotti, 1980;
Braidotti e Ferraguti, 1982), tém contribuido para o melhor conheci-
mento dos fendmenos relacionados com a fecundagdo interna e externa
(Baccetti e Afzelius, 1976).

Neste trabalho pretendemos mostrar a evolugdo ultrastrutural
das diferentes fases da espermatogénese, nomeadamente as relativas
a maturacdo nuclear durante a espermatogénese e das fases evolutivas
dos cistos que conduzem a formacdo dos espermatozeugmata.

MATERIAIS E METODOS

Numerosos especimens de Xiphophorus helleri Heckel, 1848 (Teleos-
teo viviparo) com idades compreendidas desde 0 nascimento até a
idade adulta (cerca de 6 meses), foram estudados em microscopia
Optica (MO) e microscopia electronica (ME). Para os estudos em MO,
animais jovens e testiculos inteiros de animais adultos foram fixados
em liquido de Bouin e Carnoy. Para estudos ultrastruturais os ani-
mais jovens foram cortados ao meio ao nivel do poro genital e a parte
anterior que continha o testiculo foi fixada «in toto» em glutaraldeido
a 2% em tampdo cacodilato de sddio 0,1M ao pH 7,2 durante 2 horas
a 4°C. Por outro lado, o testiculo dos animais de maiores dimensdes
foram recortados em pequenas porg¢des e fixadas nas mesmas condigdes
citadas anteriormente. Apds uma lavagem 3-4 horas no mesmo tam-
pdo, o material foi post-fixado em tetréxido de 6smio a 2% no mesmo
tampdo durante 2 horas. Seguidamente o material foi desidratado e
incluido em Epon. Os cortes semifinos foram corados pelo azul de
metileno-Azur 1l a 50°C a fim de permitir a localizacdo dos diferentes
estadios a estudar em ME. Os cortes ultrafinos foram contrastados pelo
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acetato de uranilo —citrato de chumbo e observados ao ME JEOL 100B,
trabalhando a 80 kvolts.

Nos estudos citoquimicos para identificacdo da fosfatase &cida
foi seguida a técnica de Barka e Anderson (1962), modificada por
Paavola (1978). Por outro lado, cortes semi-finos corados pelo &cido-
-periddico-Schiff (PAS), ou pela reaccdo 4&cido periddico-acrifla-
vina (S02 (Kasten, 1960; Gautier, 1974), foram observados no micros-
copio de fluorescéncia com os filtros BG 12 e K 530 (Azevedo, 1974).

RESULTADOS

O estudo da morfologia externa de diversos especimens durante
a fase de crescimento, permitiu estabelecer a idade dos 5 meses como
inicio da diferenciagdo sexual morfologica (Grafico 1). Esta diferen-
ciacdo € caracterizada pelo desenvolvimento do gonopddio (orgdo
pseudo-copulador) no macho, a partir dos 3.°, 4.° e 5.° raios da barba-
tana anal (Esquema 1). A maturagdo sexual fica completa no macho
por volta do 6.° més de idade, sendo nesta fase que o gonopodio atinge
0 seu maximo comprimento de 11 + 0,2cm (Esquema 1). Nesta
idade o macho ensaia, na presenca da fémea, as primeiras pseudo-
-copulagdes.

Espermatogénese. — Os testiculos dos animais jovens apresentam
numerosos cistos, cada um constituido por uma estrutura geralmente
esférica, revestida externamente pelas células de Sertoli (CS) que se
interligam formando internamente uma cavidade preenchida por células
sexuais no mesmo estadio de desenvolvimento (Fig. 1). As esperma-
togonias em metafase e anafase (Figs. 2 e 3) mostram os centriolos
em posi¢do ortogonal fazendo os seus eixos um angulo de -70°.  Deles
irradiam numerosos microtibulos que formam o fuso acromatico,
aos quais estdo aderentes os cromosomas (Fig. 3). As mitocondrias
e as numerosas cisternas distribuem-se no citoplasma periférico. Entre
as células sexuais observa-se uma massa finamente floculenta que as
interliga (Figs. 2 e 3). Os cistos em estadios mais adiantados mostram,
cada um deles, numerosos espermatdcitos nas mesmas fases meicticas
em que se destacam os classicos complexos sinaptonémicos (Fig. 4).
Em ambos os estadios as CS sdo muito achatadas. O nucleo apresenta
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Grafico 1— Representacdo grafica do desenvolvimento de X. helleri desde 0 nas-
cimento até ao estado adulto (A), a sua relagdo com a evolugdo dos estadios meidticos
na fémea (B) e com a fecundacdo (F). Cerca dos 5 meses de idade da-se a dife-
renciacdo sexual morfoldgica (Dsm), caracterizado no macho pelo desenvolvimento
do gonopodio (Esquema 1) e por volta dos 6 meses a maturacdo sexual (Ms).

Esquema 1— Desenho esquematico da barbatana anal do macho adulto de
X. helleri, com a diferenciacéo dos 3.°, 4.° e 5.° raios que constituem o gonopddio (Gp).
O poro anal (PA) e o poro genital (PG) estdo assinalados.



Figura 1— Corte semifino do testiculo de x. helleri, com varios cistos, cada um

contendo células sexuais no mesmo estado de desenvolvimento. Ci — espermato-

genias em mitose; C2 — espermatdcitos em meiose; C3, C4 e Cs — espermatideos

em diferentes fases da maturagdo; cg¢— espermatozoides contidos em esperma-
téforos; CS — células de Sertoli. X 720.

Figura 2— Corte ultrafino da zona periférica de um cisto contendo espermatogonias

em mitose, com especial destaque para os cromosomas (Cr). Entre estas encon-

tra-se uma massa amorfa (*) que as interliga. A periferia do cisto as células de
Sertoli (CS) apresentam-se evidentes. X 7.500.

Figura 3— Pormenor de urna espermatogenia em anafase. Dos centriolos (Ce)

irradiam numerosos microtibulos (Mt) do fuso acromético aderentes aos cromo-

somas (Cr). Na porgdo mais periférica da célula observam-se mitocondrias (Mi).

Externamente pode-se observar uma massa floculenta (*) que rodeia parte das
células, x 13.800.
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pouca cromatina e, geralmente, um nucléolo pequeno e o citoplasma
contétm RER e algumas pequenas vesiculas. S&o frequentes CS em
divisdo mitdtica. As CS que se interligam por pequenas interdigita-
¢cOes em que se encontram desmosomas sdo revestidas externamente
por uma delgada Iamina basal que envolve todo o cisto (Fig. 4). Quando
se inicia a diferenciacdo do gonopddio, os testiculos apresentam nume-
rosos cistos em todos os estadios de desenvolvimento até ao estadio de
espermatideos jovens. No fim da fase meidtica os espermatideos sdo
esféricos, apresentam nucleos arredondados com cromatina uniforme-
mente distribuida no nucleoplasma que contém geralmente 1-2 nucléolos
(Fig. 5). O citoplasma contém numerosas mitocondrias, RER e 1-2 dic-
tiosomas distribuidos irregularmente. Estes espermatideos jovens dis-
tribuem-se desordenadamente no interior dos cistos (Fig. 5). Durante
0 periodo do desenvolvimento gonopodial entre a idade dos 5 para
6 meses, realiza-se a maturacdo sexual (Gréfico 1), caracterizada por
profundas e progressivas transformagdes ultrastruturais correspon-
dentes a espermiogénese ao nivel do ndcleo, das mitocondrias, dos
centriolos, originando-se a flagelogénese. A espermiogénese € inicial-
mente marcada, nesta espécie, pela alteracdo da forma do nucleo que
passa de esférica a semi-esférica (Fig. 6). Durante este periodo os
centriolos localizam-se numa pequena reentrancia situada na base
do nudcleo (Fig. 6). O centriolo distai apresenta prolongamentos
microtubulares, indicio do inicio da flagelogénese (Figs. 6 e 7). O cen-
trosoma, observado com maior ampliagdo, mostra que o centriolo
distai e os seus prolongamentos microtubulares sdo rodeados por cis-
ternas longitudinais e por numerosas vesiculas golgianas (Figs. 6 e 7).
Nesta fase os eixos dos centriolos fazem um angulo de ~50° (Fig. 7).
Na proximidade do centrosoma foram observados 1-2 dictiosomas e
alguns vaclolos de matriz clara (Fig. 6). Mitocondrias circulares e
com poucas cristas distribuem-se na regido centriolar.

Pouco a pouco a cromatina condensa-se numa delgada faixa na
zona periférica do nucleo. O invélucro nuclear da porgdo periférica
deixa de apresentar poros nucleares visiveis. O complexo microtu-
bular que vai originar o axonema apresenta-se mais comprido e corre
paralelamente a base plana do ndcleo (Fig. 8). Em corte transversal
verifica-se que o nucleo apresenta uma profunda reentrancia citoplas-
maética na base do qual se encontram os centriolos e 2-3 grandes vacuo-
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los (Fig. 9). Os centriolos ocupam entre si uma posicao ortogonal e sdo
rodeados por numerosas vesiculas, algumas das quais parecem rodear
o centriolo distal, formando pequenas cisternas. Um ou dois dictio-
somas constituidos por 5-7 cisternas e numerosas vesiculas continuam
presentes na proximidade do centrosoma. Em cortes favoraveis, é
possivel observar que o axonema se encontra separado do resto do cito-
plasma por meio de um espaco extracelular que o isola do resto do
citoplasma ao longo da célula (Fig. 9). As mitocdndrias de forma
circular e de matriz densa sdo em grande ndmero, e espalhadas no
hialoplasma junto a zona axonémica. Em fases sequenciais da matu-
racdo nuclear, os espermatdcitos médios tornam-se mais alongados e o
nucleo diminui de volume, toma a forma lanceolada com a cromatina
mais densa distribuida por uma espessa faixa periférica do nucleo
(Figs. 10e 11). O nucleoplasma mais interno apresenta-se com aspecto
granular claro. Os poros nucleares sdo evidentes apenas nas regifes
sub-nucleares que ndo apresentam cromatina (Figs. 10 e 11). As mito-
condrias dispdem-se a volta do axonema, tomando urna forma mais
alongada com cristas longitudinais (Figs. 11 e 12). Durante este
processo, o flagelo estd sempre separado do resto do citoplasma por
meio de um espago extracelular desde a regido basal do centriolo distal
até a regido mais afastada em que o flagelo é rodeado por citoplasma
(Figs. 8-11). Este espago extracelular mantém-se em todas as fases
de diferenciacdo até ao espermatozoide maduro.

Durante o periodo de maturacdo, os nicleos dos espermatécitos
do mesmo cisto dirigem a sua porcdo apical em direccdo a periferia
do cisto, isto & em direccdo as CS. Segue-se um periodo de migracédo
da cabecga dos espermatideos que apresentam nucleo de forma lanceo-
lada (Fig. 11). Estes dirigem-se para a periferia do cisto e a zona apical
da cabeca adere as CS. Na por¢do basal junto as mitocondrias
observa-se uma nitida separacdo do citoplasma «residual», que mais
tarde se destaca do espermatécito para dar origem ao corpo residual.

Perto do fim da maturacdo, os espermatideos tardios passam a ter
uma forma muito alongada (Fig. 12). Os nucleos de forma ponteaguda
e de cromatina muito densa, estdo localizados em recessos das CS
(Fig. 12). As restantes porgles da célula (peca intermédia e flagelo)
projectam-se para o interior do cisto, o qual preenchem totalmente
(Fig. 1). Durante este periodo o nicleo do espermatideo final apre-



Figura 4 — Zona periférica de dois cistos vizinhos, separados pelas células de

Sertoli (CSi e CS2). No cisto superior observa-se um espermatdcito | em paquiteno

com diversos complexos sinaptonémicos (setas). No cisto inferior observam-se

vérias cabecas de espermatozoides introduzidas nas CS2. Entre as duas camadas

das células de Sertoli de cada um dos cistos observa-se uma lamina basal
(setas duplas), x 10.000.

Figura 5— Porgdo periférica dum cisto contendo alguns espermatideos (*) apés

a divisdo meidtica. O nuacleo circular apresenta cromatina distribuida uniforme-

mente no meio do qual se encontra um nucléolo (Nc). Na periferia observa-se uma
célula de Sertoli (CS), x 7.500.

Figura 6 — Espermatideo precoce mostrando o nicleo semicircular (Nu) com
cromatina dispersa. Neste estadio inicia-se a flagelogénese a partir dos cen-
triolos (Ce), a volta dos quais se observam numerosas vesiculas e vactolos.  x 20.000.

Figura 7— Pormenor da fase inicial da flagelogénese. A porgdo inicial dos micro-
tibuios do axonema (Mt) estd rodeada de pequenas cisternas (Ct) e numerosas
vesiculas (Ve). Os centriolos (Ce) ocupam uma posi¢do ortogonal, x 58.000.






Figuras 8 a 11— Fases sucessivas da maturacdo nuclear que se realiza durante a
espermiogénese. O nlcleo (Nu) passa sucessivamente da forma circular (Fig. 5),
a semicircular, lanceolado e ponteagudo (Figs. 8 a 11). A cromatina mostra-se
mais espessa na zona periférica. As mitocdndrias (Mi) passam de circulares a
alongadas (Figs. 10 e 11), ao mesmo tempo que os centriolos se alojam na fossa
nuclear. X 18.900; x 23.500; x 18.900; x 18.000, respectivamente.

Figura 12— Porcéo periférica de um espermatéforo. As cabecas dos espermato-

zoides formadas pelos nicleos (Nu), estdo alojadas em reentrancias das células de

Sertoli (CS). A porcdo intermédia (Pl) e os flagelos ocupam a regido central.
x 20.700.
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senta uma forma ponteaguda de cromatina densa, com uma profunda
fossa sub-nuclear onde se localizam os centriolos. Estas estruturas
constituem a cabeca do espermatideo que ndo apresenta qualquer
estrutura de natureza acrosomica (Fig. 15). Do centriolo distal que
se localiza na fossa nuclear, prolonga-se 0 axonema que atinge o seu
maximo comprimento nesta fase. O centriolo proximal ndo se mostra
visivel, encontrando-se no seu lugar uma massa granular densa (Fig. 15).
As mitocondrias alongadas com numerosas cristas longitudinais dis-
pdem-se classicamente em hélice na regido vizinha da parte anterior
do axonema (Figs. 10 e 11). As zonas citoplasmaticas das CS pré-
ximas da implantagdo dos nicleos dos espermatozdides, mostram-se
com poucos organelos. O restante citoplasma é ocupado principal-
mente por RE, lisosomas, numerosas vesiculas e vaclolos de con-
tetdo floculento.

Na fase final de maturagdo os espermatozdides encontram-se
armazenados ordenadamente nos cistos. As cabecas dos espermato-
z0ides estdo colocados lado a lado nos recessos da CS, nas quais se
encontram totalmente introduzidas (Fig. 12). As porcdes intermedia-
rias e as caudas preenchem totalmente a zona interna do cisto, que
no seu conjunto formam estruturas especiais, os espermatoforos (Fig. 12).
Segue-se um periodo em que as CS mostram indicios de autélise, pri-
meiro no citoplasma junto as cabegas dos espermatozoOides e, mais
tarde, generalizada a toda a célula. Neste estadio observam-se nume-
rosos lisosomas com matriz densa e numerosos vacuolos, vesiculas
e corpos densos. Mais tarde, as CS desagregam-se e entram em fase
de degradacdo, ficando no seu lugar uma massa floculenta que rodeia
a cabega dos espermatozdides (Figs. 13 e 14). As cabegas dos esper-
matozoides ficam livres (Fig. 14), contudo os espermatozdides oriundos
do mesmo cisto, ficam agregados entre si pelas pecas intermedidrias
e caudas, formando o espermatozeugma (Fig. 13).

A ultrastrutura do espermatozoide contido no espermatozeugma
mostra que é constituido por uma cabega que contém o nucleo e o
centriolo distal (Figs. 14 e 16), porgdo intermedidria com cerca
de 21-25 mitocondrias alongadas com cristas longitudinais (Figs. 17 e 18)
e pelo flagelo com um axonema de arranjo microtubular comum
de 9p + 2 (Fig. 19). Observados em pormenor verifica-se que o
axonema € em todo o seu comprimento, desde a base do nlcleo até ao
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fim da peca intermédia, isolada do complexo mitocondrial por uma
profunda reentrdncia do plasmalema (Figs. 15-18). O plasmalema
desta reentrancia junto a zona sub-nuclear mostra um espessamento
numa extensdo de cerca de 1,2 «m de comprimento (Fig. 15). A por-
cao intermediaria esta em continuidade com o resto do citoplasma
espermatico apenas por uma pequena zona sub-nuclear (Fig. 15).
A regido basal da porgdo intermediaria a baixo das mitoc6ndrias
prolonga-se por um colar periflagelar numa extensdo de 4-5um
(Figs. 18 e 19). Esta zona observada em corte transversal mostra
um nitido isolamento do flagelo em relagdo as mitocondrias da peca
intermediaria (Fig. 18). O flagelo em corte transversal mostra um
axonema do tipo comum de 9p + 2 microtibulos (Figs. 17 e 18).

Estudos citoquimicos realizados nas CS mostram uma actividade
da fosfatase acida contida nos lisosomas e dessiminada nas zonas mais
proximas da implantagdo da cabeca dos espermatozdides (Fig. 20).
A mesma actividade foi detectada na zona do centrosoma e ao longo
da pega intermediaria, principalmente na zona entre as mitocondrias
e 0 plasmalema interno do espermatozéide (Figs. 20 e 21). Finalmente,
0 espermatozeugma observado em microscopia de fluorescéncia em
corte semi-fino corado pelo acido periddico-acriflavina (S02), mostra
uma intensa fluorescéncia amarelo-vivo da cromatina dos nlcleos dos
espermatozoides (Fig. 22). Verifica-se que 0s espermatozeugmata sao
estruturas que agregam os espermatozoOides sem revestimento celular
externo (Fig. 22). Nesta fase os espermatozeugmata vdo permanecer
nos canais testiculares até ao momento em que sdo transferidos para
as vias genitais da fémea por meio de uma pseudo-copulagdo. No
lumen do ovario da fémea apés a pseudo-copulacéo até cerca de 2 horas
depois, foram encontrados varios espermatozeugmata com a mesma
organizagdo ultrastrutural descrita neste trabalho.

DISCUSSAO

A estrutura fina do espermatozdide de Xiphophorus helleri corres-
ponde a descricdo do tipo «modificado» apresentado por Franzén (1970)
para diferentes grupos de animais. A forma da cabeca, a auséncia



Figura 13 — Corte ultrafino da regido periférica de 2 espermatozeugmata. A zona

externa é ocupada por massa floculenta (*) que contacta com a zona apical dos

espermatozoides. As cabecas (Ca), seguem-se as pecas intermediarias (P1) e os
flagelos (Fg). x 4000.

Figura 14— Pormenor da zona apical do nicleo (Nu) rodeada externamente por
massas floculentas (setas). N&o se observa qualquer estrutura acrosémica. X 72.000.

Figura 15— Corte longitudinal da regido basal do nlcleo (Nu) dum espermato-

z6ide, mostrando a fossa nuclear onde se localiza o centriolo (Ce). Observa-se a

invaginagdo do plasmalema até & base do nucleo, mostrando um espessamento
(setas) e o espaco extracelular (EE). X 48.000

Figura 16 — Corte longitudinal da peca intermediaria mostrando as mitocondrias
(Mi) com cristas alongadas. Entre as mitocondrias e o axonema (Ax) observa-se
0 espago extracelular (setas), x 22.500.

Figura 17— Corte transversal da porcdo intermedidria em que se observa muito
evidente o espaco extracelular (setas) entre as mitocondrias (Mi) e o axonema (AXx).
x 54.000.

Figura 18 — Corte transversal de uma zona interna dum espermatozeugma, mos-

trando a regido basal da porgdo intermediaria em que o axonema é envolvido pelo

prolongamento da base da porgdo intermediéria (setas) e os flagelos (Fg) com um
arranjo microtubular comum de 9 p + 2. x 36.000.

Figura 19— Corte longitudinal do prolongamento da base da porgdo intermédia
(setas) que corre paralelamente ao longo do flagelo (Fg). x 30.000.






Figura 20— Corte ultrafino longitudinal da porcdo anterior de espermatozoides
cujos nucleos (Nu) se localizam nas células de Sertoli (CS). A actividade de fos-
fatase acida esta evidente no lisosoma (Li) e repartida pelo citoplasma da célula
de Sertoli (CS). Nos espermatozoides mostra-se também a actividade enzimatica
ao longo do flagelo (Fg) e na porcdo lateral interna das mitocéndrias (Mi). X 27.000.

Figura 21 — Corte transversal da peca intermédia onde se observa a actividade da
fosfatase acida na zona interna (setas) junto as mitocondrias (Mi), x 58.000.

Figura 22— Corte semi-fino obtido no plano médio de um espermatozeugma,

corado pelo acido periédico-acriflavina (SO2) observado ao microscopio de fluores-

céncia. Os ndcleos (Nu) apresentam uma fluorescéncia amarelo-vivo, enquanto

que as porgdes intermédias (Pl) e os flagelos (Fg), situadas mais para o interior,
apresentam pouca fluorescéncia, X 1.200.
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de acrosoma, a quantidade e posicdo das mitocdndrias jogam a favor
desta classificacéo.

Embora existam referenciados na literatura da especialidade
cerca de cento e trinta géneros de teledsteos viviparos (Bertin, 1958),
sdo raros os estudos que tratam da ultrastrutura das suas células ger-
minais masculinas. Parecem ser apenas as espécies, Poecilia reti-
culata (Jalabert e Billard, 1969; Billard e Fléchon, 1969; Billard, 1970a,
1970b, 1970c) e X. helleri (Azevedo, 1976; Azevedo e Corral, 1982b)
que tém sido estudadas a nivel ultrastrutural. A falta de dados ultras-
truturais destas espécies viviparas, ndo tém permitido avancar no esta-
belecimento de relagBes filogenéticas e taxondmicas entre elas, tal
como tém sido apresentadas, sugeridas e discutidas noutros grupos
taxonomicos (Baccetti e Afzelius, 1976; Afzelius e Ferraguti, 1978;
Afzelius, 1979; Azevedo e Corral, 1982a).

A evolucdo ultrastrutural que sofrem as células sexuais em X. helleri
durante a espermiogénese, (Esquema 2), corresponde aos principais
fendmenos descritos noutras espécies. Nesta espécie ndo foi encon-
trado acrosoma ou qualquer estrutura acrosomica, tal como ja havia
sido assinalado num teledsteo viviparo (Billard, 1970b; 1970c) e em
teledsteos oviparos (Todd, 1976; Mattei e Mattei, 1978a, 1978b; Afze-
lius, 1978; Poirier e Nicholson, 1982), contrariamente ao que se encon-
tra descrito noutros grupos de peixes (Ginsburg, 1968, 1977; Stan-
ley, 1971; para revisdo ver Afzelius, 1978). Na vasta bibliografia
existente sobre esta matéria ndo encontrdmos referéncia justificativa
da falta de acrosoma em certas espécies, quer de fertilizacdo interna
quer externa. Baccetti (1970) sugere que em alguns teledsteos a falta
do acrosoma, é o resultado de uma adaptacdo ambiental regressiva,
possivelmente associada a uma mudanca ecoldgica da agua do mar
para a agua doce. Contudo, sdo conhecidos diversos peixes marinhos
cujos espermatozoides ndo apresentam acrosoma (Baccetti, 1970;
Mattei e Mattei, 1975, 1976, 1978b; Todd, 1976; Afzelius, 1978; Casas
et al, 1980), o que contraria a hipotese apresentada por aquele inves-
tigador. Pensamos que, nestas espécies de teledsteos viviparos, podera
ter havido uma regressdo acrosomica, filogeneticamente adaptada a
fertilizacdo interna, mas, a falta de dados relativos as outras espécies
do mesmo grupo, pode pbér em causa esta nossa sugestéo.



Ejquema 2 -Desenho esquematico da espermatogénese em x. helleri. A -Célula sexual primordial, rodeada pelas células de Sertoli;
B-D  Espermatogomas; E — Espermatdcitos resultantes da divisdo meiotica; F-K — Fase da espermiogénese; K| — Corte trans-
versa da porgdo intermediaria do espermatozdide; L-M — Fases da formacdo do espermatozeugma; N — Espermatozéide
maduro (parte anterior).
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A evolugdo ultrastrutural do nGcleo durante a espermiogénese,
corresponde, como na maior parte de outros grupos de animais inver-
tebrados (Franzén e Ahlfors, 1980; Block e Goodnight, 1980; Eckel-
barger e Eystel, 1981; Azevedo, 1981; Azevedo e Corral, 1982a) e
vertebrados (Todd, 1976; Mattei e Mattei, 1978a), a urna gradual
diminuicdo de volume do nicleo e ao consequente aumento da densi-
dade da cromatina. O desaparecimento simultdneo dos poros nuclea-
res na regido apical do ndcleo e 0 aumento do nimero destes na regido
basal em X. helleri, podera justificar tal fendomeno, ja assinalado noutras
espécies (Mattei e Mattei, 1978a; Azevedo e Corral, 1982a). Por
outro lado, estes fenémenos de alteragdo morfoldgica parecem estar
relacionados com a gradual desidratagdo nuclear (Chevaillier, 1970),
com a eliminacdo de proteinas ndo histénicas (Hofling e Landin, 1978)
e de outros compostos ndo cromatinicos (Kaye e McMaster-Kaye, 1966)
sugeridos noutras espécies.

A formacdo e a evolugdo dos «cistos» espermaticos que contém
agregados de células sexuais no mesmo estado de desenvolvimento,
formando espermat6foros e espermatozeugmata, tém sido descritas
em diferentes espécies animais. Estas estruturas aglutinadoras de
espermatozdides sistematicamente arrumados, apresentam uma com-
plexidade variavel nas diferentes espécies em que tém sido descritas
(Billard, 1970c; Baccetti e Afzelius, 1976; Rice, 1978, 1980; Hadfield
e Hopper, 1980). De entre estas estruturas, a mais comum é o esper-
matoforo que armazena grande quantidade de espermatozoides, sendo
revestida externamente por uma capa protectora celular ou quitinosa.
Em X. helleri esta estrutura corresponde a uma fase intermediaria da
espermatozeugmogénese. A partir da fase de espermatoforo as CS
v8o sucessivamente tornando-se mais vacuolarizadas e, evidentes aspec-
tos de autolise e de degenerescéncia celular, vdo sendo observados.
A fase final com sucessivos aumentos da actividade fosfatasica culmina
com a degradacao total das CS. Além do complemento na maturacao
espermatica durante o periodo da espermiogénese, as CS de X. helleri
parecem ter um papel de suporte, nutricdo e libertacdo dos espermato-
z6ides, tal como ja foram assinalados noutras espécies (Billard, 1970a;
Morales e Clermont, 1982).

Finalmente, a semelhanga encontrada na morfologia fina das
células sexuais durante a espermiogénese, dos espermatozoides e no
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processo da génese espermatozeugmatica entre X. helleri, por nos rea-
lizada, e P. reticulata realizada por Billard (1970c), telosteos viviparos
pertencentes a mesma familia Poecilliidae, podera sugerir que neste
grupo de animais, a evolucdo filogenética dos processos de reproducao
sdo similares. Contudo, pensamos que sO estudos mais generalizados
as diferentes espécies deste grupo poderdo confirmar esta nossa sugestao.
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ARTERIAS RENAIS NO CAO

Miguel Correia *

**k

J. A. Esperanca Pina

Através de uma revisdo da literatura, no dominio da morfologia
renal, verificamos alguma controvérsia no que diz respeito ao modo
de origem e terminacdo da artéria renal, 0 que nos suscita mais interesse
pelo assunto, para cujo estudo pretendemos dar a nossa contribuigéo.

Para conhecimento da morfologia renal tém sido utilizados os
mais variados animais de experiéncia, sendo o cdo aquele a que o0s
investigadores mais tém recorrido.

A escolha, também, deste animal para o nosso estudo obedeceu
ao intuito de se tentar um melhor conhecimento da sua morfologia
renal, dado ser exequivel uma posterior cirurgia deste 6rgéo.

MATERIAL E TECNICAS DE ESTUDO

O material utilizado foi constituido por 75 rins. As pecas foram
removidas ap6s a morte dos animais, sem raca e sem atender ao seu
tamanho ou peso.

Eram sacrificados pela injeccdo intravenosa de pentobarbital
sodico, na dose de 30 mg por kg de peso; em seguida, era feito desbri-
damento dos vasos femurais com 0 consequente cateterismo. Proce-

* Assistente de Anatomia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universi-
dade Nova de Lishoa.

**  Professor Catedratico e Director do Departamento de Anatomia da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa.
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diamos, entdo, a sangria do animal, tendo o cuidado de fazer correr
soro fisiologico com heparina pelo sistema venoso.

Fazia-se, seguidamente uma incisdo xifo-pubica, sendo retirados em
bloco os dois rins e a parte correspondente dos grandes vasos (aorta
e veia cava inferior). Canuldvamos uma das extremidades da aorta,
e para obter a moldagem do sistema arterial faziamos a injec¢do de uma
resina acrilica, «Perspex Tensol», ao qual haviamos adicionado uma
substancia fluorescente. A vantagem desta resina sobre os similares
€ que a sua solidificacdo e consequente moldagem dos vasos € feita
ndo por evaporagdo do solvente, mas sim por catélise, donde pratica-
mente a ndo existéncia de retraccdo do molde. Em cada bloco renal
eram injectados, aproximadamente, 8 a 10 cc. do produto.

Apés ter solidificado, a peca era corroida em 4&cido cloridrico
concentrado, onde ficava durante trés dias: seguia-se uma lavagem
cuidadosa em agua corrente e depois mergulhava-se numa solugdo
de hidroxido de sddio, para neutralizar o acido que nela ainda existia.

Os moldes assim obtidos eram fotografados sob luz ultra-violeta,
possibilitando um maior contraste e nocdo de relevo, do que em luz
artificial ou solar.

Procedia-se, entdo, ao seu estudo, seguindo sempre 0 mesmo
protocolo.

Utilizou-se, também, em alguns casos, a dissec¢do, apés a molda-
gem, para andlise das inter-relagdes dos vasos.

RESULTADOS

As artérias renais sdo 0s ramos colaterais viscerais mais volumosos
da aorta. Originam-se nos seus flancos, e segundo Ternon (1959)
essa origem pode ir desde os primeiros centimetros das artérias iliacas
primitivas a origem da aorta abdominal. Contudo, de acordo com
Miller, Cristensen e Evans (1964) elas originavam-se, no cdo, imediata-
mente por baixo da emergéncia do tronco celiaco.

VerificAmos a existéncia de artérias renais Unicas em 68 casos
(90,66%) e artérias renais duplas em 7 casos (9,33%).

Analisaremos, em primeiro lugar, a artéria renal Unica, descre-

vendo, em separado, as artérias renais direita e esquerda.
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Ambas as artérias se originam nos flancos laterais da aorta, indo
a sua emergéncia desde o tronco celiaco até a artéria mesentérica
inferior.  Tomamos como ponto de referéncia a emergéncia destes

Vvasos.
ARTERIA RENAL DIREITA

Origens

Tinha a sua emergéncia abaixo do tronco celiaco entre 1e 5cm,
sendo 3,5 cm o valor médio (Figs. 1e 3).

Fig. 1— Esquema da origem das artérias renais.

Trajecto

Apés a sua origem, a artéria dirigia-se para fora, transversalmente,
apresentando uma curvatura de concavidade dorsal; relacionava-se
adiante com a veia renal, que a acompanha até ao hilo do ¢rgdo, e
com outros elementos do pediculo.

Fornecia os seus ramos de divisdo primaria a uma distancia varia-
vel do hilo.

Comprimento

Ao referirmos este parametro, consideramo-lo desde a origem da
artéria até ela fornecer os seus ramos de divisdo primaria, sendo, por
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isso, inferior aos referenciados por outros autores. Nos 32 casos de
artéria renal direita, verificAmos que em 30 (93,75%) o seu compri-
mento variava de 10 a 30 mm, tendo como valor médio 18,7 mm (Fig. 2).

ART. RENAL COMPRIMENTO CALIBRE COMPRIMENTO  CALIBRE

DIVISAO |.a
Direita 18,7 2,70 Ant. ii 15
Post. 13 15
Esquerda 16 2,50 Ant. 16 15
Post. 15 1,6

Em milimetros

Fig. 2— Comprimento e calibre das artérias renais e seus ramos de divisdo primaria.

Calibre

Para a sua determinagdo, fizemo-lo a niveis diferentes: na origem
e antes de fornecer os seus ramos de divisdo. Observdmo-lo no mesmo
nimero de casos do parametro anterior. O valor médio assim obtido
era de 2,7 mm, variando de 2 a 4 (Fig. 2).

ARTERIA RENAL ESQUERDA
Origem

Esta artéria tinha a sua origem a um nivel um pouco mais caudal
que a direita, podendo ir desde 0 mesmo nivel de emergéncia da artéria
renal direita até a artéria mesentérica inferior. Nos casos por noés
estudados, verificAmos a sua origem em 35 dos 36 casos (97,22%).
Originava-se no flanco esquerdo da aorta, abaixo da origem da artéria
renal direita até 40 mm desta; tinha como valor médio 22 mm
(Figs. 1 e 3).
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Fig. 3— Molde vascular de injecgdo-corrosdo fluorescéncia, que mostra a origem
das artérias renais nos flancos antero-esquerdo e antero-direito da artéria aorta.

Trajecto

Apresentava um trajecto semelhante ao da direita, mas com rela-
cOes diferentes, embora idénticas, ao nivel do pediculo renal. Forne-
cia os seus ramos de divisdo primaria a distancia varidvel do hilo.

Comprimento

Foi verificado no mesmo nimero de casos que a origem; tomando
também o mesmo tipo de medicdo, verificimos que variava
de 10 a 25 mm, tendo como valor médio 16 mm (Fig. 2).

Calibre

As mesmas normas foram verificadas e obtivemos como valores
extremos 2 e 3,5 mm, semelhantes ao obtido do lado direito, sendo a
média de 2,5 mm (Fig. 2).
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ARTERIAS RENAIS DUPLAS

Encontramo-las em 7 casos (9,33%): em 3 dos casos de artérias
renais direitas e em 4 dos casos, de artérias renais esquerdas. Os nossos
valores sdo semelhantes em ambos os rins, o que contraria os resultados
de Reis e Tepe (1956) — referem que a esquerda é mais frequente
em 12,8%, numa série de 500 rins (Fig. 4).

Fig. 4 — Origem das artérias renais duplas e sua distribuicdo, a direita e a esquerda.

Quer no lado direito, quer no esquerdo, verificamos sempre a exis-
téncia de 2 artérias, uma cranial e outra caudal. Habitualmente a
cranial vascularizava a 1/2 dorsal do rim e a caudal a por¢do ventral.

O comprimento das artérias era semelhante, 0 mesmo acontecendo
com o calibre, que se assemelhava aos encontrados nas artérias renais
Unicas.

VerificAmos, porém, alteragdes na sua origem: do lado direito a
artéria caudal tinha emergéncia ao nivel da artéria renal esquerda,
que nos 3 casos era Unica; no lado esquerdo, a artéria cranial emergia
ao nivel da artéria renal direita, que também nos 4 casos era Unica.

A sua analise serd feita em conjunto, por serem idénticos dum e
doutro lado.
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Ramos céapsulo-adiposos

Encontramo-los sempre em nimero variavel de 4 a 6; dirigiam-se
para a capsula e anastomosavam-se com algumas artérias perfurantes,
contribuindo para a formacdo da arcada exonerai, bastante evidente
neste animal (Fig. 5).

Fig. 5— Ramos capsulo-adiposos, preenchidos com o produto de contraste.
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Artérias para a capsula supra-renal

Habitualmente em ndmero de 3 a 5, de calibre muito pequeno,
mantinham esta glandula em intima relagdo com a artéria renal (Fig. 6).

Fig. 6 — Molde vascular, que mostra as artérias para a capsula supra-renal e
a artéria pielo-ureteral.

Artéria pielo-ureteral

Habitualmente era um ramo proveniente da por¢do terminal da
artéria renal e seus ramos de divisdo (Fig. 6).
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Artéria polar

Ndo verificAmos a sua existéncia como colateral da artéria renal;
provinha, sim, de um dos seus ramos de divisdo.

MODO DE TERMINACAO DAS ARTERIAS RENAIS

Considerando o ponto onde a artéria renal se divide para condi-
cionar os seus ramos primarios, 0 modo de terminacdo das artérias
renais era variavel: ia desde a porcdo média do pediculo até ao hilo
do orgdo, dependendo, ainda, da maior ou menor procidéncia que faz
a arvore pielo-calicial, no bordo interno do rim.

A divisdo mais frequente era pré-hilar. Encontramo-la a direita
em 30 dos 32 casos (93,75%); a esquerda, em 34 dos 36 casos (94,44%).
A forma de divisdo das artéria era em Y deitado ( kj), sendo por isso
de facil abordagem cirGrgica.

Encontramos também a forma de divisdo curta em T deitado ( H)
ou divisdo pos-hilar apenas em 4 casos, sendo 2 a esquerda (5,55%)
e 2 a direita (6,25%) (Fig. 7).

PEDICULAS

Art. Renal Longo em mm Curto em -
Dta. 30 93,75% 2 6,25%
Esq. 34 94,44% 2 5,55%

Fig. 7—Tipos de pediculos cirdrgicos e sua distribuicdo, a direita e a esquerda.

Apenas referenciamos a forma de divisdo da artéria renal Unica.
Nos 7 casos de artérias renais duplas a forma encontrada foi a de
divisdo pré-hilar e por isso mesmo uma divisdo a distancia do hilo.
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Fig. 8 — Molde vascular de pediculo cirdrgico longo, em Y deitado (Kj).

DISCUSSAO

Bremer (1915) explicou que as anomalias da artéria renal depen-
diam dos vasos presentes no embrido, antes de a aorta e grandes vasos
se desenvolverem a custa da mesoderme. No entanto, ndo nos for-
neceu dados quanto a variacdo das artérias renais do céo.

Reis e Tepe (1956) estudaram também a origem desta artéria no
cd0 e, na sua casuistica de 500 rins, verificaram que a artéria renal
direita tinha origem mais superior e era Unica (99,4 %); que a esquerda
era dupla em 12,8% dos casos e tinha origem inferior a direita.

Ja Christensen (1952), numa série de 117 rins tinha comprovado
a existéncia de 29 artérias duplas, ndo referenciando de que lado.

Arnantovic (1959) e Klapproth (1959) também observaram, nas
suas casuisticas, a existéncia quase constante de artérias renais Unicas:
0 primeiro, 119 em 120 rins; o segundo, 94 em 100 rins. Estes autores
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referiram, apenas, o0 modo de divisdo das artérias, ndo se ocupando da
sua descrigdo e origem.

Christensen, Evans e Miller (1964) no seu livro «Anatomy of dog»
descreveram a artéria renal e verificaram que a artéria renal direita
aparece (nica, mais longa que a esquerda e com origem mais alta.
A artéria renal esquerda apresenta-se por vezes dupla, o que esta de
acordo com os outros autores; tem um trajecto mais curto e também
uma origem mais inferior.

Nos casos por nés estudados verificamos que:

Artérias renais eram Unicas em 90,66% dos casos.
A artéria renal direita era 7 mm mais longa que a esquerda.
Era semelhante o calibre das duas artérias.

Ndao existiam, em nenhum caso, artérias polares como ramos
colaterais destas artérias.

Em todos os casos de artéria renal Unica, ela condicionava ramos
de divisdo primaria anterior e posterior.

A divisdo era feita a certa distancia do hilo do rim; em cerca
de 94% dos casos, apresentavam uma divisdo pré-hilar, o que possibi-
litava a sua manipulacdo cirtrgica.

Artérias renais duplas s6 foram encontradas em 7 casos (9,33%),
sendo a sua distribuicdo semelhante a direita e esquerda, o que contra-
ria os resultados das casuisticas anteriores.

RESUMO

Estudamos 75 rins do cdo, aplicando a técnica de injecgdo-corro-
séo-fluorescéncia.

Verificdmos: artérias renais Gnicas em 68 casos (90,66%); artérias
renais duplas em 7 casos (9,33%).

A artéria renal direita tinha origem mais alta, maior comprimento
e um calibre igual ao da esquerda.

A artéria renal esquerda tinha origem mais baixa, menor compri-
mento e calibre igual ao da direita.
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Qualquer das duas artérias se dividia a certa distancia do hilo;
uma divisdo pré-hilar surgiu em 94 % do total de casos, condicionando
um pediculo longo em Y deitado (»<) de facil abordagem cirdrgica.

RESUME

Ce travail repose sur I’'examen de 75 reins de chien, préparés par
injection-corrosion.

Nous avons noté Iexistence d’arteres rénales uniques sur
68 cas (90,66%) et d’artéres rénales doubles sur 7 cas (9,33%).

L’origine de I’artére rénale droite se trouve au-dessus de la gauche.

La longueur de I’artére rénale droite est plus grande que celle de
la rénale gauche.

Leur calibre est identique.

Les deux artéres se divisaient a quelque distance du hile. Nous
avons Vérifié une division pré-hilaire dans 94% des cas; par conséquent,
le pédicule est long et présente la forme d’un y couché (), ce qui
rend facile la chirurgie rénale.

SUMMARY

We have studied 75 kidneys of dogs with the injection-corrosion-
-fluorescence technique.

We have found single renal arteries in 68 cases (90,66%) and
double renal arteries, in 7 cases (9,33%).

The right renal artery had a higher origin, was longer and had
almost the same caliber as the left one.

The left renal artery had a lower origin and was shorter.

Each of the renal arteries divides itself at some distance of the
hilum. A pre-hilar division was seen in 94,00%) of the cases, leading
to a lying Y (»<) pedicle of easy cirurgical approach.
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A AREA SENSITIVA
PRIMARIA DA MEDULA ESPINAL

Deolinda Lima(*)
Alfredo Ribeiro-da-Silva (*)
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ABSTRACT — A review of the literature and some unpublished observations
of the authors on the anatomy, cytology and physiology of the spinal cord sensory
area, the dorsal horn, is carried out. The division of the area into a modulatory
region populated by interneurons (the substantia gelatinosa) and a projection region
containing second-order transmission neurons provides an interesting arrangement
possibilitating the integration of the different kinds of sensation at this low level
of the central nervous system. A complex system occurs of synaptic contacts
between primary afferent terminals and those of excitatory, inhibitory and/or opioid-
-containing interneurons and of projection neurons, which has been recently revealed
by electron microscope, physiological and pharmacological studies. Final eluci-
dation of these mechanisms will be helpful for the clinical control of human pain.

1 INTRODUCAO

A maioria das fibras nervosas das raizes dorsais, ou fibras aferentes
primarias, termina no corno dorsal da medula espinal, até ele con-
duzindo impulsos sensitivos de varia natureza (térmicos, mecénicos e
quimicos, quer dolorosos quer indcuos), oriundos da pele (Brown et ai,
1977b, 1978, 1980a; Light e Perl, 1979b), visceras (Cervero, 1982;
Neuhuber, 1982), articulagbes (Menétrey et ai, 1977) e mausculos

(*) Instituto de Histologia e Embriologia Abel Salazar, Faculdade de Medicina
do Porto. 4200 PORTO e Centro de Morfologia Experimental da Universidade do
Porto do INIC.
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(Fu et al., 1974; Brown e Fyffe, 1978a, 1978b, 1979). Tais estimulos,
porém, sdo ai em certa medida filtrados e mutuamente influenciados,
pelo que aquela regido se deve considerar a primeira estacéo integradora
das varias que se intercalam na via sensitiva principal, tais como a
substancia reticular e o tdlamo. Por isso tem sido denominada area
sensitiva primaria da medula (Rexed, 1964).

Efectivamente, nela ocorrem, além dos neurbnios de segunda
ordem, de axonio longo, também chamados neur6nios de transmissao
ou de projeccdo, aptos a receberem por via sinaptica a informacéo
veiculada pelos aferentes priméarios, outros de ax6nio curto, os inter-
neurénios, que inibem ou estimulam selectivamente, numa palavra,
modulam aquela transmissdo sindptica. A area sensitiva priméaria da
medula é assim povoada por neurdnios transmissores e moduladores,
que curiosamente se distribuem por zonas distintas do corno dorsal.

A incontestadvel importancia clinica destes fendmenos, particular-
mente pelo que diz respeito a modulacdo das sensacbes dolorosas,
tem suscitado nos Gltimos anos o interesse de muitos neurocientistas
pelo estudo desta regido e o aparecimento de uma literatura vastissima.

2. PARTES CONSTITUINTES

No corno dorsal descreveram-se desde meados do século passado
trés porgdes principais, cabeca, colo e base, e diversas regides tipicas
tais como a zona marginal, a substncia gelatinosa de Rolando e o
nucleus proprius (ver Ramaén y Cajal, 1909; Pearson, 1952; Rexed, 1964).
A compartimentagdo em ladminas frontais estabelecida por Rexed
em 1952, cada uma com caracteristicas citoarquitectonicas proprias
(ndmero, distribuicdo, tamanho e basofilia das células nervosas), reve-
lou-se porém de grande utilidade e é hoje ponto de referéncia obri-
gatorio para todos os estudiosos da regido. Das dez laminas de Rexed,
as seis primeiras cobrem o corno dorsal.

Como se pode ver na figura 1, as laminas Il e 111 distinguem-se,
pela grande densidade de células pequenas, das laminas mais ventrais.
Nestas os corpos celulares, mais dispersos e menos numerosos, apresen-
tam volumes que aumentam progressivamente da lamina 1V até a VI.
A lamina Il, por outro lado, corresponde a substancia gelatinosa de
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Rolando e reconhece-se também, ap0s outras coloragdes, pela trans-
lucidez e pobreza em mielina (Fig. 2), ao contrario das laminas Il
e IV (nucleus proprius) que apresentam muito maior densidade
de fibras mielinicas (Fig. 2). Finalmente a lamina I, localizada entre
alamina Il e o corddo dorsal, é equivalente a zona marginal de Waldeyer
da nomenclatura convencional e possui, entre outras, as grandes células
marginais de Woaldeyer, alongadas frontalmente (Fig. 3), e grande
nimero de fibras orientadas latero-medialmente.

3. AFERENCIAS

31 Aferéncias primarias

Os trajectos e arborizagdes terminais das fibras aferentes primarias
foram estudados com o método de Golgi (Ramon y Cajal, 1909;
Scheibel e Scheibel, 1968), através da degenerescéncia subsequente a
radiculotomia dorsal (Szentdgothai, 1964; Sprague e Ha, 1964) e,
mais recentemente, por meio de marcagdo anterograda com peroxi-
dase de rdbano (HRP) aplicada ao coto central das raizes dorsais seccio-
nadas, ou injectada nas fibras nervosas das raizes dorsais ou no ganglio
raquidiano (Light e Perl, 1979a, 1979b; Beal e Bicknell, 1981; Réthelyi
et al, 1982; Hunt et al., 1982).

As fibras mielinicas finas (A<) e amielinicas (C) chegam a medula
através da metade lateral das raizes dorsais (Fig. 4, lado esquerdo)
(Ranson e Billingsley, 1916; Light e Perl, 1979a) e percorrem cranial
e caudalmente a porgdo medial do tracto de Lissauer e a porgéo lateral
do corddo dorsal imediatamente adjacente a substancia cinzenta (Fig. 4,
lado esquerdo) (Ranson, 1913; Szentagothai, 1964) de onde enviam
colaterais que, na maior parte, atravessam a superficie dorsolateral
do corno dorsal distribuindo-se as trés primeiras laminas de Rexed
(Fig. 4) (Szentagothai, 1964; Scheibel e Scheibel, 1968). Como mostra
a figura 5, na lamina | terminam fibras A0 relacionadas com a noci-
cepcdo (Light e Perl, 1979b; Light et al, 1979); na por¢cdo dorsal da
lamina Il, fibras C relacionadas com a nocicepcdo e a termocepgéo
indcua, e na porc¢do ventral fibras C e Abrelacionadas com a estimulacao
mecanica inocua (Lighte Perl, 1979, b; Light et al., 1979); na lamina I11,



Fig. 1mCorte de congelagdo (50 /;m) transversal de medula espinal cervical de
rato (Cs) corado pelo vermelho neutro. RD — Raiz dorsal; CD — Cordéao
dorsal, x 70.

Fig. 2— Corte semifino (2 /im) transversal da medula espinal cervical de rato (C5

corado pelo aminocarbonato de prata segundo Goldblatt e Trump (1965). Por

este método as bainhas de mielina aparecem intensamente coradas de castanho

escuro. A lamina Il contrasta com as laminas I, Il e IV pela quase auséncia de
fibras mielinicas. CD — Cordédo dorsal, X 280.

Fig. 3— Pormenor da figura 1. Na lamina | observam-se pericarios caracteristicos,
alongados no plano frontal (setas). x500.
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fibras Ad que veiculam impulsos mecanicos indcuos nomeadamente
0s provenientes de receptores do foliculo piloso do tipo D (Brown
et al., 1977b; Light e Perl, 1979b; Réthelyi et al., 1982). Algumas

Q Ag de mecanoceptores de limiar baixo [JJ] A<x/3

Fig. 4 — Distribuicdo no corno dorsal dos colaterais de fibras aferentes primérias
finas (a esquerda) e grossas (a direita). Tracto de Lissauer. (Adaptado de Ramén
y Cajal, 1909, Sprague e Ha, 1964 e Scheibel e Scheibel, 1968).

Fig. 5— Mapa das terminagdes no corno dorsal dos diversos tipos fisiologicos de
fibras aferentes primarias.

das fibras AS de nociceptores cutaneos terminam também na lamina V
(Light e Perl, 1979b; Réthelyi et al, 1982) (Fig. 5), e poderdo corres-
ponder as fibras finas descritas por Scheibel e Scheibel (1968) que
penetram no como dorsal através da sua superficie lateral e medial
(Fig. 4).

As fibras mielinicas grossas (Aa/3) viajam, pelo contréario, na
metade medial das raizes dorsais (Fig. 4, lado direito), percorrem
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longitudinalmente nos dois sentidos o corddo dorsal e despedem dai
colaterais que penetram as faces medial e dorsal do corno dorsal des-
crevendo algumas delas um percurso tipicamente recorrente (Fig. 4,
lado direito) (Ramoén y Cajal, 1909; Szentdgothai, 1964; Scheibel e
Scheibel, 1968). Estes aferentes veiculam impulsos gerados em recep-
tores mecanicos inécuos de diversos tipos (Brown, 1981) e terminam
em arborizagGes em chama de vela nas l1aminas I11 e Il ventral (Ramén
y Cajal, 1909; Szentagothai, 1964), no plexo longitudinal da lamina IV
e em plexos de orientacdo dorsoventral nas [aminas V e VI (Figs. 4 e 5)
(Sprague e Ha, 1964; Scheibel e Scheibel, 1968). Observacdes recentes
sobre os aferentes grossos sugerem que a cada tipo de receptor sensitivo
corresponde um arranjo distinto de terminacdo espinal com arquitectura
e topografia préprias (Brown, 1981).

Os dados actuais sobre mediadores sinapticos utilizados pelos
aferentes primarios sdo ainda exiguos e limitados as fibras finas.
A recente utilizacdo de métodos imunohistoquimicos conjugada com
a radiculotomia dorsal e a administracdo da neurotoxina capsaicina
permitiu a identificagdo de substincia P (SP) e somatostatina (SOM)
em aferentes primarios distintos (Hokfelt et al., 1976), terminando
0s que contém a primeira nas Iaminas | e Il e os que contém a segunda
na metade dorsal da Iamina 11 (Hdckfelt et ai, 1976; Nagy et ah, 1981,
Nagy e Hunt, 1982). A fosfatase acida fluororesistente (FRAP),
ndo lisosémica, curiosamente presente nos botdes terminais centrais
de glomérulos da Iamina Il (Figs. 6 e 7) (Coimbra et al., 1970, 1974,
Knyihér e Gerebtzoff, 1973), parece estar contida em neurdnios aferentes
primarios distintos dos que possuem SP ou SOM (Nagy e Hunt, 1982).

3.2 Aferéncias propriospinais

Os aferentes propriospinais tém origem principal em neurdnios
da substincia gelatinosa e caminham na porcdo lateral do tracto de
Lissauer e no fasciculo propriospinal dorsolateral, vindo a terminar
na substéncia gelatinosa de segmentos medulares craniais e caudais
(Szentagothai, 1964).
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3.3 Aferéncias supraspinais

Algumas destas fibras provém do cortex sensitivo e parecem estar
implicadas na inibicdo da transmissdo de impulsos inécuos pelos afe-
rentes priméarios (Brown e Short, 1974; Brown et ai, 1977c), enquanto

Fig. 8 — Localizagdo no corno dorsal de fosfatase acida ndo lisosomica e resistente ao
fluoreto de sédio (FRAP), revelada pelo método de Gomori. x 50.

Fig. 7— Localizagdo ultrastrutural da FRAP num glomérulo da lamina Il. Método
de Gomori. Setas — Depo6sitos de produto da reaccdo. x 36,000.

outras, com origem nos nucleos do rafe (Basbaum et al., 1976; Basbaum
e Fields, 1979) e da substancia reticular dorsal do bolbo raquidiano
(Engberg et al., 1968; Basbaum et al., 1978) e em alguns ndcleos da
ponte como os loci coeruleus e subcoeruleus (Belcher et al., 1978; West-
lund et al, 1983), modulam a sensagcdo dolorosa para tal utilizando
mediadores sinapticos como a serotonina, opidides endégenos e nora-
drenalina.
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4. POPULAGOES NEURONAIS

4.1 Citologia

No corno dorsal os neurdnios de transmissdo e os intemeurénios
estdo localizados predominantemente em areas distintas, 0s primeiros

M Espinotalamicos Espinocervicais

YA Postsinapticos da coluna dorsal Espinoreticulares

Fig. 8 — Mapa dos neur6nios de transmissdao no corno dorsal.

nas laminas I, 1V, V e VI e os segundos nas laminas Il e 111 (Szenta-
gothai, 1964; Cervero e Iggo, 1978). Quanto aos neurdnios trans-
missores, a activacdo antidromica ap6s estimulacdo eléctrica de
diversos nucleos e a marcagdo retrograda com peroxidase injectada
nestes, revelaram a existéncia de células nervosas que projectam
para o tadlamo (Carstens e Trevino, 1978; Giesler et al., 1976, 1979,
1981; Willis et al, 1979), substancia reticular (Menétrey et al,
1980, 1982), nucleo cervical lateral (Brown, 1976, 1980b) e nucleos do
corddo dorsal (Rustioni, 1977; Rustioni e Kaufman, 1977) (Fig. 8).
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Todavia, apenas 0s neurdnios que projectam para os dois Ultimos
nucleos foram caracterizados morfologicamente (Fig. 9) (Brown et al,
1977a; Brown e Fyffe, 1981). Ambos se assemelham as células em
antena da lamina IV descritas por Réthelyi e Szentagothai (1973),

Fig. 9 — Pericarios e arvores dendriticas dos neurdnios espinocervicais (EC) e post-
sinapticos do cordao dorsal (PCD). Corte parasagital. (Adaptado de Brown, 1981).

com arborizagdo dendritica estendida dorsalmente. Contudo a arvore
dendritica dos neurdnios espinocervicais é conica e detém-se no bordo
ventral da lamina Il (Fig. 9), enquanto a dos neur6nios postsindpticos
do corddo dorsal tem configuracdo cilindrica e atinge as laminas |
e Il (Fig. 9).

Relativamente aos interneuronios, somente se conhece bem a
morfologia das células centrais (Ramdn y Cajal, 1909), ou insulares
j& que distribuidas em pequenos grupos distintos (Gobel, 1975, 1978b),
e das células limitrofes (Ramdén y Cajal, 1909) ou pediculadas (Gobel,

7
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1978b). As insulares possuem corpo celular pequeno com dois extensos
penachos dendriticos, um cranial e outro caudal, e axénio ramificado
no territério ocupado por aqueles (Fig. 10); as células pediculadas, com
0 soma na zona mais dorsal da lamina Il e a arvore dendritica sempre
ventral e distribuida por uma &rea cénica nas laminas Il e Ill, tém
axonios que se dirigem em sentido oposto, arborizando na lamina |
(Fig. 10).

Fig. 10 — Configuracdo das arvores dendritica e axonal das células insulares (I)
e pediculadas (P) da lamina Il. As setas apontam o inicio do axénio, representado
a ponteado. Il d e v (zonas dorsal e ventral da lamina Il) (Adaptado de Gobel, 1978b).

Outros tipos morfoldgicos, mal caracterizados quanto a extenséo
e destino do respectivo axénio, tém sido descritos na lamina | (Gobel,
1978a; Beal et al., 1981) e nas lIaminas mais ventrais (Fig. 11). Obser-
vagOes recentes (Lima e Coimbra, 1983, e resultados ndo publicados)
revelaram que os neurbnios da lamina | se distribuem por 4 tipos,
dos quais dois, de &rvore dendritica mais expandida latero-medial-
mente (neurbnios achatados e encastoados) (Fig. 11), sdo prova-
velmente de projecgdo, enquanto os outros, multipolares e fusiformes,
com arvore dendritica de orientacdo ventral e longitudinal respectiva-
mente (Fig. 11), parecem ser interneurénios. Na lamina I1l tem sido
descrito um neurdnio caracteristico, a célula piramidal, cuja dendrite
apical arboriza na lamina |, distribuindo-se as dendrites basais as
laminas IV e V (Fig. 11) (Mannen e Sugiura, 1976; Brown, 1981).
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Mais ventralmente (laminas V e VI) os neurbnios apresentam arvore
dendritica discoide, disposta transversalmente e distribuida pelas lami-
nas Il a VII (Fig. 11) (Scheibel e Scheibel, 1968). O axo6nio destes
dois tipos neuronais abandona a substdncia cinzenta apds extensa
ramificagdo na area ocupada pela arvore dendritica, facto caracteristico
das células das laminas 111 a VI (Brown, 1981).

Fig. 11 — Outros tipos morfoldgicos de neurdnios do corno dorsal cujas projecgdes

axonais sdo ainda desconhecidas, vistos em corte parasagital. M, E, F e A — Células

multipolar, encastoada, fusiforme e achatada da lamina I; Pi-célula piramidal da

lamina I11; X, Y e Z— Neurdnios das laminas V e VI. (Adaptado de Brown, 1981
e acrescentado com dados originais).

4.2 Fisiologia

Estudos neurofisioldgicos recentes revelaram na zona de trans-
missdo varios tipos de neur6nios: os que apenas sdo excitados por
estimulos indcuos, quer mecanicos (tipo 1), quer térmicos, 0s que sdo
excitados por estimulos dolorosos e indcuos (convergentes ou tipo 2),
e 0s que sdo excitados apenas por estimulos dolorosos (nociceptivos
ou tipo 3) (Fig. 12) (Christensen e Perl, 1970; Cervero et al, 1976;
Meénetrey, et al, 1977; Kumazawa e Perl, 1978; Necker e Hellon, 1978;
Light el al, 1979; Brown, 1981). Na por¢do medial das laminas Ve VI
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situam-se ainda alguns dos neur6nios excitados pela estimulacdo de
receptores ndo cutaneos, articulares (tipo 4) (Ménetrey et al., 1977) e
musculares (Brown, 1981). Na zona de modulacdo a maior parte dos
neurbnios parece ser inibida pelos mesmos estimulos cutdneos que
excitam as células nervosas da zona de transmisséo (tipos i, 2e 3, respecti-

termoceptivos neuronios de sentido inverso

12

nociceptivos convergentes jjjj mecanoceptivos inécuos

Fig. 12— Mapa dos diversos tipos fisiolégicos de neurdnios no corno dorsal, de
acordo com o texto.

vamente), facto que Ihes mereceu a designacdo genérica de neurdnios
de sentido inverso (Fig. 12) (Cervero et al., 1979, 1980).

A correlagdo entre os diversos tipos morfoldgicos e fisiologicos
acabados de descrever sd se encontra estabelecida em relagdo a um
pequeno numero de neurdnios, tais como 0s neurdnios espinocervicais,
0s neurdnios postsindpticos do corddo dorsal e alguns interneurénios
(células pediculadas e insulares). Destes, as células insulares sdo
provavelmente inibitorias dos neurdnios transmissores (Gobel, 1978b;
Gobel et al., 1980), enquanto as células pediculadas parecem ser exci-
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tatdrias, conduzindo o seu ax6nio a informacdo sensitiva primaria
colhida ventralmente aos neurdnios transmissores da lamina | (Bennet
et al.,, 1979; Gobel et al, 1980).

Mantém-se ainda por identificar os tipos morfolégicos e fisio-
I6gicos das células nervosas que contém as substancias com possivel
accdo neurotransmissora, nomeadamente substidncia P, encefalina,
GABA, somatostatina, A.P.P. e neurotensina, que foram recentemente
identificadas em corpos celulares do como dorsal por métodos imu-
nohistoquimicos e autorradiograficos (Ribeiro-da-Silva e Coimbra,
1980; Hunt et al, 1981; Glazer e Basbaum, 1981; Bennet et al, 1982;
Barber et al., 1982).

5. ORGANIZACAO ULTRASTRUTURAL

5.1 Caracteristicas gerais

A perfeita compreensdo dos mecanismos pelos quais a informacéo
sensitiva primaria é modulada no neurdépilo desta regido necessita
da identificagdo ultrastrutural dos terminais dos diversos tipos de
fibras aferentes e dos terminais dos neurénios locais, bem como do
reconhecimento dos contactos sindpticos que ocorrem entre estes
varios elementos. Tal desiderato é no entanto dificil dado ser fre-
guentemente impossivel reconhecer a natureza dos terminais sinapticos
por simples critérios histolégicos, carecendo-se do emprego de mar-
cadores.

Tal como noutras regides do S.N.C., os terminais de vesiculas
achatadas ou pleomérficas (terminais F) (Ralston, 1979) sdo provavel-
mente inibitérios (Uchizono, 1965), e os de vesiculas redondas excita-
torios (Uchizono, 1965). Destes, alguns possuem vesiculas claras
(terminais R) enquanto outros apresentam, além destas, grandes vesi-
culas granulares (terminais LGV) (Ralston, 1979, 1982). Os terminais
com vesiculas achatadas predominam nas laminas Il ventral e 11l
(Ralston, 1979) e os de vesiculas redondas (R) na lamina I, sendo ainda
frequentes nas laminas 1V, V e VI (Ralston, 1979; Ralston e Ralston
1982). Os terminais LGV, nos quais métodos imunohistoquimicos
tém revelado a presenca de substancia P (Barber et al., 1979; Difi-



98

glia et al., 1982; Priestley et al, 1982), situam-se quase exclusivamente
nas laminas | e 11 dorsal (Ralston, 1979, 1982). Certos terminais R de
maior calibre (terminais C) mostram-se rodeados de outros terminais,
dendriticos e axonais, constituindo complexos sinapticos de tipo glome-
rular (Ralston, 1968; Coimbra et ah, 1974; Knyihar et ah, 1974; Rals-
ton, 1979, 1982).

O estudo dos terminais degenerados ap6s radiculotomia dorsal,
ou marcados por injeccdo de aminodcidos tritiados no ganglio raqui-
diano, revelou que apenas os terminais com vesiculas redondas tém
origem em fibras aferentes primarias (Ralston e Ralston, 1979, 1982).
Estdo nestas condi¢cdes mais de 70% dos terminais C (Coimbra et ah,
1974, Ralston e Ralston, 1979), grande parte dos LGV e cerca de 20%
dos terminais R ndo glomerulares (Ralston e Ralston, 1982). O emprego
recente da marcagdo anterograda dos aferentes primarios por injeccao
intraxonal de peroxidase apds caracterizacdo electrofisiolégica, per-
mitiu concluir que os terminais de fibras de receptores do pelo séo
do tipo R (Maxwell et ah, 1982).

52 Os glomémlos sinépticos

Estes complexos sinapticos (Figs. 13-15) tém despertado a atencéo
de numerosos investigadores pela sua presumivel importancia na modu-
lagdo dos impulsos sensitivos primarios, nomeadamente os dolorosos,
e ainda por serem 0s Unicos dispositivos sindpticos em que os terminais
de fibras aferentes primdrias (C) sdo identificAveis por meios pura-
mente morfolégicos (Coimbra et ah, 1974). No glomérulo sinaptico
(Fig. 13) o terminal C contacta pressinapticamente espinhas dendriticas
simples (d) e pressinapticas (V]) (Fig. 13) e é postsinaptico a estas e a
terminais axonais de vesiculas achatadas (V2) (Fig. 13). Estes Gltimos
sdo igualmente pressindpticos aos terminais e d (Fig. 13). Tal
série de contactos possibilita a despolarizacdo do terminal C pelos
terminais Vi e V2 (inibicdo pressindptica), os quais poderdo impedir
desta forma a despolarizacdo dos terminais d pertencentes a dendrites
dos neurbnios transmissores. Estas dendrites, por meio dos contactos
V2—d, e Vi—»d, estdo também em condi¢bes de sofrerem inibicéo
postsindptica (Ribeiro-da-Silva e Coimbra, 1982a).
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Sinapse excitatoria

Sinapse inibitéria

Fig. 13 — Diagrama de um glomérulo sinaptico do corno dorsal do tipo | represen-
tando os diversos contactos sinapticos que nele ocorrem.
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Estudos citoquimicos no rato mostraram que uma parte dos ter-
minais V2 contém GAD (Barber et al, 1978) e incorpora GABA tri-
tiado (Ribeiro-da-Silva e Coimbra, 1980) pelo que alguns deles parecem
ser GABAérgicos. Os terminais V), por sua vez, aparecem marcados
pela peroxidase injectada intracelularmente nas células insulares
(Gobel et al, 1980).

Observacdes morfologicas recentes no rato (Ribeiro-da-Silva e
Coimbra, 1982a), no macaco (Knyihar-Csillik et al., 1982; Réthelyi
et al, 1982) e no gato (Réthelyi et al, 1982) apontam para a existéncia
de varios tipos de glomérulos sinapticos no corno dorsal. No rato
foram descritos glomérulos do tipo I, com terminal central (Cj) pequeno,
escuro de contorno denteado (Fig. 14), e glomérulos do tipo Il, com
terminal central (C,,) maior, claro e arredondado (tipo Il) (Fig. 15),
estes com maior nimero de terminais periféricos V2 e quase sem ter-
minais Vj. Devido a sua distribuicdo topografica mais dorsal e a
sua destruicdo selectiva pela capsaicina (Ribeiro-da-Silva e Coimbra,
1982b), os terminais C, parecem corresponder a aferentes primarios
amielinicos nociceptivos, enquanto os Cu, predominantes na lamina Ill,
corresponderiam a aferentes mielinicos inécuos (Ribeiro-da-Silva e
Coimbra, 1982a). Nas laminas | e 11 dorsal do macaco parece existir
outro tipo de glomérulo com grandes vesiculas granulares no terminal
central (LDCV) (Knyihar-Csillik et al., 1982).

6. ESQUEMAS DE MODULAGCAO DOS IMPULSOS DOLOROSOS.
TEORIA DO PORTAO DE CONTROLO DE WALL

Em 1965, Melzack e Wall propuseram que a substancia gelatinosa
se podia comparar a um portdo capaz de impedir a passagem dos impul-
sos dolorosos dos neurdnios aferentes primarios para 0s neurénios trans-
missores, caso ai fossem simultaneamente recebidos impulsos inécuos.

Como se demonstra na figura 16, segundo esta teoria os impulsos
dolorosos, transportados até a area sensitiva primaria pelos aferentes
finos (F), excitariam o neurbnio de transmissdo (T), inibindo (*) ao

(*) Trata-se de um aspecto controverso. A ultrastrutura dos terminais C
aponta em principio para uma funcdo excitatdria (vesiculas redondas).



Fig. 14  Glomérulo sinaptico do tipo I. Lamina IlI, medula cervical de rato.
Corte sagital. x32,400.

Fig. 15— Glomérulo sinaptico do tipo Il. Lamina Il, medula cervical de rato.
Corte sagital, x 24,000.
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mesmo tempo um interneurdnio inibitério (In). Desta forma, a ini-
bicdo daquele interneurénio facilitaria a transmissdo dos dois tipos
de sensagdo. Os impulsos mecanicos indcuos trazidos pelos aferentes
grossos (G), pelo contréario, estimulando o mesmo interneuronio,
reforcariam a inibicdo tonica pressinaptica normalmente exercida

n Terminal excitatorio

16

£ Terminal inibitério

Fig. 16 — Diagrama representativo da teoria do portdo de controlo (Adaptado de
Melzack e Wall, 1965).

por ele. A chegada de impulsos dolorosos em F, em simultaneo com
impulsos inécuos em G, predominaria a excitagdo do interneuronio
(In) sobre a sua inibicdo do que resultaria a inibicdo da transmisséo
dos impulsos dolorosos ao neurdnio transmissor (T).

Esta teoria ignora, contudo, o facto de existirem no corno dorsal
neurdnios que apenas transmitem um tipo de impulso, nociceptivo
ou indcuo, e de serem frequentemente observados contactos sinapticos
entre terminais provavelmente oriundos de interneurdnios inibitérios
(vesiculas achatadas, sinapses simétricas) e dendrites ou somas de
células de transmissdo (Narotzky e Kerr, 1978), através dos quais se
exerceria inibicdo postsindptica. O proprio glomérulo é um dispositivo
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em que, de acordo com a morfologia dos terminais e das sinapses em
presenga, parecem concorrer inibi¢des pré e postsinapticas (Fig. 13).
Com efeito a estimulacdo pelo terminal C de dendrites periféricas,
em grande parte pertencentes a neurdnios de transmissdo, é susceptivel
de ser inibida tanto pressinaptica como postsinapticamente pelos
terminais axonais periféricos V2 por meio dos seus contactos sinapticos
inibitérios sobre o terminal central ou sobre os terminais d, respectiva-
mente (Coimbra et ai, 1974).

Por outro lado, alguns terminais d poderdo pertencer a interneu-
ronios cujos axénios inibiriam pré e postsinapticamente outros glome-
rulos. Com efeito, a ocorréncia dos dois tipos de glomérulos descritos
atrads permite colocar a hipétese de os terminais d dos glomérulos do
tipo Il pertencerem a interneurénios que, apds serem excitados pelos
impulsos in6cuos transportados até Ctl, inibiriam, através dos ter-
minais axonais V2, a transmissdo dos impulsos dolorosos nos glomé-
rulos do tipo | (Ribeiro-da-Silva e Coimbra, 1982).

7. CONCLUSAO

Quer pela distribuigdo topografica dos pericarios, arvore dendritica
e axonios dos seus neurdnios transmissores e moduladores, quer pelos
dispositivos sinapticos que nela se encontram, a area sensitiva pri-
maria da medula espinal apresenta um esquema anatdmico especial-
mente adequado a modulacdo dos impulsos sensitivos.

No decurso da ultima década progrediu-se consideravelmente no
conhecimento da morfologia e fisiologia desta regido. No entanto,
mantém-se ainda sem resposta algumas questes referentes a natureza
de numerosos terminais axonais e dendriticos presentes no corno dorsal
e a caracterizacdo fisiofarmacologica de diversas células nervosas.
Do seu esclarecimento decorrerd a melhor compreensdo dos mecanis-
mos subjacentes ao processamento da informacgdo sensitiva, parti-
cularmente a dolorosa, o que permitird ao clinico intervir de modo
mais adequado no alivio da dér.
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I. INTRODUCAO

Quando em 1952, Watson estudou a espermatogénese dos ratos
albinos (32) encontrou estruturas intranucleares formadas por trés
elementos lineares, densos aos electrdes, dispostos paralelamente
uns aos outros e separados por intervalos regulares de escassa densidade
electronica.

Quatro anos mais tarde Moses (34) e Fawoett (8) descreveram
estruturas semelhantes em ndcleos de espermatdcitos de varias espécies,
que interpretaram como uma expressdo ultrastrutural da sinapse.

(*) Comunicagdo apresentada na XXX,a Reunido da Sociedade Anatdmica
Portuguesa em 4-6 de Novembro de 1982.
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Moses em 1958 (15), ao efectuar um estudo em espermatdcitos
de Salamandra, voltou a encontrar estruturas idénticas e designou-as
entdo pela primeira vez por complexos sinaptinémicos («synaptinemal
complex»). O termo complexo sinaptinémico foi mais tarde substi-
tuido, pelo proprio Moses (18), pela expressdo complexo sinapto-
némico («synaptonemal complex»), que actualmente é usada pela
quase totalidade dos autores.

O complexo sinaptonémico (C.S.) é considerado hoje como uma
estrutura regular de tipo transitdrio, observavel apenas na primeira
profase meidtica dos eucaridtas, nos estados de zigoteno e paquiteno.
Quando observado ao microscopio electrénico apresenta-se semelhante
a uma fita tripartida, constituida por dois elementos laterais, um ele-
mento central, um espaco central e varios filamentos transversos.
Ultrastruturalmente, estes componentes apresentam 0S seguintes
pormenores:

(1) — Os dois elementos laterais sdo lineares e paralelos um ao
outro; apresentam-se bastante densos aos electrbes, medindo cada um
30-40 nm de espessura; sdo formados por um material compacto e
fibrilar; estdo uniformemente separados um do outro por um espaco
regular de escassa densidade electronica que mede 90-120 nm de lar-
gura (espago central).

(2) — O espaco central ou espago de emparelhamento, mede 90-
-120nm de largura e possui ho seu interior filamentos transversos
de 2-5 nm de espessura, que aparentemente saiem dos elementos laterais,
para constituirem o elemento central.

(3) O elemento central encontra-se no espago central, é equidis-
tante dos elementos laterais, mede aproximadamente 20-30 nm de
espessura; € mais denso aos electrGes que os filamentos transversos e
menos denso que os elementos laterais.

O objectivo principal do presente trabalho é o estudo da evolugéo
do complexo sinaptonémico (C.S.) durante a primeira profase meidtica
do Mesocricetus auratus, bem como o estudo das suas relagbes com
o0 invdlucro nuclear e nucléolos.
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Il. MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Como material de estudo usamos para este trabalho, ovarios de
Criceto dourado. Este animal pertence a ordem dos Roedores, a
familia Cricetidae, a subfamilia Cricetinae, ao género Mesocricetus
e a espécie Mesocricetus auratus.

Os Cricetos dourados para o presente trabalho foram fornecidos
pelo Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia.

METODOS
Colheita

Para o estudo das ovogonias tivemos de utilizar Cricetos fetais.
Retiramos os Cricetos do Utero materno aproximadamente 48 e 24 horas
antes do nascimento. As fémeas de cada ninhada foram mortas por
decapitacdo, apos leve anestesia com éter. Introduzimos-lhes dentro
da cavidade abdominal um fixador (glutaraldeido a 3% em tampéo
Millonig de pH 7,3, a 4°C.), para que a fixacdo comecasse rapidamente.

Em seguida efectudmos o isolamento dos ovarios fetais com a
ajuda de uma lupa; depois colocamos um ovario de cada animal sobre
uma gota de glutaraldeido e com o auxilio de laminas de barbear bem
afiadas e limpas, dividimo-los em fragmentos de 1 a 2 nm de lado.
Com uma pipeta tipo Pasteur transferimos os pequeninos fragmentos
para frascos com 2 a 3 cc do mesmo fixador e colocamo-los no frigorifico
a 4°C., durante uma hora.

Para assegurar a obtencdo dos estados meidticos (leptoteno,
zigo6teno, paquiteno e diploteno), sacrificamos Cricetos desde 0 nasci-
mento até aos 10 dias de idade. Os animais foram também mortos
por decapitacdo apds leve anestesia com éter. Retiramos-lhe os ovarios,
colocdmo-los numas gotas de fixador (glutaraldeido a 3% em tampéo
Millonig a pH 7,3) e seccionamos um de cada vez em pequenos frag-
mentos de 1a 2nm de lado. Executdmos esta tarefa também com o
auxilio de uma lupa e de laminas de barbear novas. Estes pequenos
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fragmentos foram imediatamente imersos em frascos com 2 a 3 cc
de glutaraldeido a 3% em tampdo Millonig a pH 7,3 e colocados no
frigorifico a 40C, durante uma hora.

Fixacéo

Ao fim deste tempo, depois de termos decantado o fixador, lavdmos
0s pequenos fragmentos em trés banhos (10 minutos cada um), em
tampdo Millonig gelado a pH 7,3. Em seguida transferimo-los para
frascos com uma solucdo de tetroxido de 6smio a 2% em tampdo
Millonig a pH 7,3 durante um periodo de duas horas, a 4°C.

Apls este tempo, decantdmos o tetroxido de 6smio com uma
pipeta tipo Pasteur e lavamos os pequenos fragmentos rapidamente
duas vezes com tampdo Millonig & temperatura ambiente. Seguiu-se
imediatamente a desidratacdo.

Desidratacao

A desidratacdo foi efectuada a temperatura ambiente numa série
de alcoois de concentracdo crescente, segundo 0 esquema seguinte:

Alcool etilicoa 70° .....cccoveene. 15 minutos
» » » 95° . » »
» » » 100° e, » »
» »  » 100° » »

Apés a ultima passagem por alcool absoluto, os fragmentos passa-
ram por dois banhos consecutivos de 6xido de propileno, com a duragéo
de 15 minutos cada.

Inclusdo

Os pequenos fragmentos de tecido foram incluidos na resina
Epongn- Para isso, tivemos de transferir os fragmentos para uma
solugdo, em partes iguais, de Oxido de propileno e de mistura completa
das resinas durante uma hora.

A mistura completa das resinas prepara-se, adicionando partes
iguais de uma solucdo que se pode designar por A (62 cc de Epong12 +
100 cc de DDSA) com uma solugdo designada por B (100 cc
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de Eponsiz + 89 cc de MNA), acrescidas de DMP30 na percentagem
de 1,5%.

Depois os fragmentos foram retirados daquele meio e colocados
num pedaco de papel de filtro. Daqui foram transferidos para cépsulas
de gelatina tipo 00, com o auxilio de um palito de madeira. Seguida-
mente enchemos as capsulas até 2/3 do seu tamanho, com mistura
completa das resinas. Colocamo-las numa estufa a 60°C., durante
48 horas, para se efectuar a polimerizacdo do meio de incluséo.

Cortes

Obtidos desta maneira os blocos de Epongi2, contendo o material
em estudo, efectuamos cortes semifinos e ultrafinos num Ultrami-
crotomo (Ultrotome-LKB), utilizando facas de vidro.

A obtencédo de cortes semifinos (1000 nm de espessura) permitiu-nos
observar ao microscopio de luz a morfologia do ovario em cada idade,
de modo a poder seleccionar a célula ou células em estudo. Depois
talhdvamos os blocos de modo a obter cortes ultrafinos da regido
seleccionada.

Cortes semifinos — Os cortes semifinos foram recolhidos do reci-
piente da faca de vidro, que se encontrava cheio de agua destilada,
com urna ansa de metal e colocados sobre urna ldmina histologica
onde previamente colocdvamos uma gota de agua destilada. Seguida-
mente, e a lupa, dispusemos o0s cortes, com a ajuda de uma agulha
especial, a periferia da gota e utilizando papel de filtro, retirdvamos
a agua excedente; aquecemos ligeiramente a lamina de vidro ndo sé
para evaporacdo da &gua restante como também para permitir a cola-
gem dos cortes; depois coramos os cortes com azul de toluidina a 1%,
em solucdo alcalina, durante 10 minutos, numa platina aquecida a
temperatura de 47°C.; passamos rapidamente os cortes por agua des-
tilada, efectudmos a montagem em Permount e fotografamo-los num
Fotomicroscapio.

Cortes ultrafinos— Os cortes ultrafinos (90-60 nm de espessura),
depois de efectuados num Ultramicrotomo, foram recolhidos, fazendo
contactar as grelhas com a superficie liquida do recipiente da'faca.
Depois eliminamos o excesso de agua na superficie da grelha, tocando-a
contra papel de filtro.
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Para este estudo utilizdmos grelhas de cobre (200 malhas por
polegada quadrada), revestidas por uma pelicula de formvar reforcada
com carbono.

Coloracéo

Utilizdmos a técnica da dupla coloracdo pelo acetato de uranilo
e citrato de chumbo (solucdo 1/10 em hidréxido de sodio). Para
execucdo da coloragdo, colocamos algumas gotas de uma solucdo
saturada de acetato de uranilo em alcool etilico a 50%, numa lamina
de vidro com varias escavagdes; sobre cada gbta colocamos as grelhas,
de forma que o lado em que se encontravam os cortes ficasse em con-
tacto com a referida solugdo; deixamos assim durante 30 minutos;
apls este tempo retiramos as grelhas e lavamo-los cautelosamente
em dois banhos de agua destilada, mergulhando-as 10 a 20 vezes em
cada banho; seguidamente secamo-las com papel de filtro e efectuamos
a coloracdo com citrato de chumbo.

Neste caso procedemos do seguinte modo: sobre uma superficie
hidrofébica colocamos vérias gotas da solucdo de citrato de chumbo
a 1/10 e sobre cada gota uma grelha, de forma que a superficie em
que se encontravam os cortes ficasse em contacto directo com esta
solugdo; deixamo-las assim durante 5 minutos; ap0s este tempo
passamos as grelhas por uma série alternada de dois banhos de
soda cdaustica 0,02N e agua destilada, tendo o cuidado de mergulhar
10 a 20 vezes em cada banho; ap6s o ultimo banho de agua retiramos
0 excesso de liquido, tocando com a grelha num papel de filtro e dei-
X&mos secar.

Observacao

Em todas as observacdes utilizdamos os microscopios electronicos
de marca Jeol JEM 100S e Siemens Elmiskop-101.

Para obter positivos utilizdmos papel AGFA de grau entre 2 e 5,
de acordo com o contraste dos negativos.
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Il RESULTADOS

O complexo sinaptonémico (C.S.) atinge o seu maximo desenvol-
vimento durante o estado de paquiteno da primeira profase meidtica
no Mesocricetus auratus (figs. 1a 11). Entre 0 4.° e 0 7.° dia, ap6s o
nascimento no Mesocricetus auratus, o ovario apresenta grupos de
células germinais em estado de paquiteno e também odcitos em estado
de leptoteno e zigéteno. O nicleo destas células mostra, ao micros-
copio electronico, involucro nuclear, cromatina, nucleoplasma e nucléo-
los. Todavia, nos estados de zigéteno e de paquiteno, observam-se
também complexos sinaptonémicos.

Ao microscopio electrénico é possivel distinguir nos complexos
sinaptonémicos os seguintes componentes (figs. 1-11):

(1) — dois elementos laterais muito densos aos electrdes, de aproxi-
madamente 30-40nm de espessura, mais densos que a cromatina adja-
cente e constituidos por um material compacto e aparentemente fibrilar.
Estes elementos laterais estdo separados um do outro por uma area
de escassa densidade, de aproximadamente 90-120nm de largura.
Esta area é designada por espaco central ou espaco de emparelhamento.

(2) —um elemento central de aproximadamente 20-30nm de
didmetro que se encontra situado no centro do espaco central, possuindo
menor densidade electrénica que os elementos laterais e maior que 0s
filamentos transversos.

(3) — varios filamentos transversos de 2-5nm de espessura projec-
tando-se dos elementos laterais.

O total do complexo sinaptonémico (C.S.) mede cerca de 150-
-200nm de didmetro. O C.S. encontra-se intimamente associado com o
invélucro nuclear e nucléolos (figs. 6-11).

A associagdo complexo sinaptonémico-involucro nuclear, mostra
os dois elementos laterais do complexo sinaptonémico intimamente

unidos por um extremo a membrana interna do invélucro nuclear
(figs. 1, 2, 3, 6,7, 8 e 9). Também pode observar-se que o espaco
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Figs. n.es 1, 2 e 3— Odcitos em estado de paquiteno do ovario do Mesocricetus
auratus, com 4, 5 e 6 dias de idade. As micrografias electronicas mostram a asso-
ciagdo complexo sinaptonémico-invélucro nuclear no nicleo de o6citos em estado
de paquiteno da l.a profase meioética,

CS — complexo sinaptonémico.
EL — elemento lateral.

EP —espaco central.

EC — elemento central.

IN — invélucro nuclear.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetroxido de 6smio.

Inclusdo: Epon8iz.
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo.

Ampliagdo: 28000x, 36000x e 52000x.



119



120

Figs. n.os4 e 5. Odcitos em estado de paquiteno, do ovario do Mesocricetus auratus
com 6 e 7 dia de idade. As micrografias electrénicas mostram o complexo sinapto-
némico (C.S.), no nlcleo de odcitos em estado de paquiteno da I.a profase meidtica.

EL — elemento lateral.

EP — espaco central.

EC — elemento central.

C — cromatina.

CS — complexo sinaptonémico.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de Gsmio.
Inclusdo: Eponsn.

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo.
Ampliacdo: 60000X e 58000x.



121



122

Figs. n.os 6, 7, 8 ¢ 9. Odcitos em estado de paquiteno do ovario do Mesocricetus
auratus, com 5, 6, 7 e 8 dias de idade. As micrografias electronicas mostram a asso-
ciacdo complexo sinaptonémico-involucro nuclear e a associagdo complexo sinapto-
némico-nucléolo no nicleo de o6citos em estado de paquiteno da I.a profase meidtica.

IN — invélucro nuclear.

EL — elemento lateral.

EP —espago central.

EC — elemento central.

CS — complexo sinaptonémico.
N — nucleo.

NU — nucléolo.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetroxido de dsmio.
Inclusdo: Eponsn

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo.
Ampliacdo: 48000X, 36000X, 40000X e 24000X.
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Figs. n.os 10 e 11.— Odcitos em estado de paquiteno do ovario do Mesocricetus
auratus com 5 e 6 dias de idade, As micrografias electrdnicas mostram a associagao
complexo sinaptonémico-nucléolo, no nicleo de odcitos em estado de paquiteno
da 1® profase meiodtica.

NU — nucléolo.

CS — complexo sinaptonémico.
EL —elemento lateral.

EP — espaco central.
EC-—elemento central.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetroxido de dsmio.
Inclusdo: Epon@iz.

Coloracdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo.
Ampliagdo: 36000x e 58000X.
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perinuclear do invélucro nuclear esta ligeiramente modificado, apre-
sentando uma certa diminuicdo da sua amplitude a nivel da associacdo
(figs. 1, 2, 3, 6e 7). N&o se vém poros nucleares na regido imediata de
contacto, nem o elemento central do complexo sinaptonémico toca a
membrana interna do involucro nuclear.

A associagdo complexo sinaptonémico-nucléolo, caracteriza-se
pela continuidade dos elementos laterais com a regido fibrilar do
nucléolo (figs. 9, 10 e 11).

IV. DISCUSSAO

Enquanto que a microscopia de luz ndo proporcionou qualquer
sugestdo para o mecanismo, segundo o qual se faz a sinapse e o cros-
sing-over dos cromosomas homélogos durante a primeira profase
meidtica, a microscopia electronica revelou estruturas intranucleares
— 0s complexos sinaptonémicos — que tem bastantes probabilidades
de serem a contrapartida citolégica do mecanismo em questdo.

Estas complexas estruturas intranucleares foram descritas em 1956
por Moses (14), nos espermatocitos de lagosta e por Fawcett (8) nos
espermatécitos de pombo, gato e homem.

Moses reconheceu que as estruturas intranucleares, que designou
pela primeira vez por complexos sinaptinémicos e depois por complexos
sinaptonémicos eram, nem mais nem menos, idénticas aquelas que
Watson em 1952 tinha encontrado nos espermatdcitos de rato (32).
Posteriormente foram demonstradas estruturas semelhantes na primeira
profase meiotica de varias espécies (3, 6, 10, 14, 18, 19, 20, 24, 26, 27,
28 e 31).

O aspecto mais comum do complexo sinaptonémico ao micros-
copio electrénico € o de um tripleto de elementos lineares,
densos, paralelos, e uniformemente distanciados uns dos outros por
uma area de escassa densidade electrénica, designada espago cen-
tral. Compde-se, portanto o complexo sinaptonémico de dois ele-
mentos laterais, um elemento central, filamentos transversos e um
espaco central (figs. 1 a 11).

Os dois elementos laterais sdo 0s componentes mais proeminentes
do complexo sinaptonémico e a por¢do de material microfibrilar que
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rodeia o complexo sinaptonémico é identificada como cromatina
(figs. 4 e 5).

Desde as primeiras referéncias (9, 15 e 32), que se notou a regula-
ridade da terminacdo do complexo sinaptonémico contra o invélucro
nuclear. Nesta regido tanto a membrana interna do invélucro nuclear
como a membrana externa, sdo relativamente lineares, e aparecem
espessadas. Estdo muito mais proximas uma da outra. N&o existem
poros nucleares na regido imediata de contacto. A cromatina que
limita o complexo sinaptonémico estd disposta em massas densas e
em intimo contacto com a membrana nuclear interna.

O significado de tal associacdo (complexo sinaptonémico-invo-
lucro nuclear) parece ligado ao inicio e controle do emparelhamento
ou sinapse dos cromosomas homdlogos, durante a meiose. Em sinapse
todos os bivalentes estdo unidos por um extremo ao invélucro
nuclear (18).

Lu (12) observou também terminagBes do complexo sinaptoné-
mico contra o invdlucro nuclear e verificou que o elemento central
nunca se estende ou toca a membrana nuclear interna do involucro
nuclear.

Wettstein e Sotelo (34) determinaram, a partir de cortes seriados
de espermatocitos de Gryllus, que os complexos sinaptonémicos termi-
navam por um dos seus extremos na membrana interna do involucro
nuclear.

Sabe-se que a sinapse ocorre, a maneira de um fecho éclair, par-
tindo geralmente dos extremos dos cromosomas homdlogos. Deste
modo, tudo leva a crer, que o involucro nuclear desempenhe um papel
importante naquele mecanismo. Provavelmente determina o seu inicio.

As relagBes (complexo sinaptonémico-nucléolos), tém sido fre-
quentemente observadas em diversas espécies (8 e 31). Este tipo de
associacdo mostra os elementos laterais em continuidade com a regido
fibrilar dos nucléolos (figs. 9, 10 e 11).

A associacdo ou relagdo complexo sinaptonémico-nucléolos, €
hoje considerada importante, na medida em que, esta intima relacéo,
tem a ver com a ideia de que os complexos sinaptonémicos se originam
nos nucléolos. Noutros casos a estreita relagdo entre os complexos
sinaptonémicos e as estruturas designadas corpos fibrilares sdo bastante
evidentes. Admite-se que os corpos fibrilares representam parte da
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regido organizadora nucleolar e podem aparecer ao microscopio elec-
tronico, como corpos esféricos de escassa densidade electronica (8).

O nome, complexo sinaptonémico, indica naturalmente que é um
aspecto dos cromosomas sinapticos. N&o é de esperar, que esteja
presente no emparelhamento somatico. Na verdade, ndo se observa
nos cromosomas politénicos, os quais, se bem que estejam intimamente
emparelhados, ndo sdo sindpticos no verdadeiro sentido do termo.
Este termo, implica a existéncia duma funcdo no crossing-over e na
formagdo de quiasmas. O facto de ocorrer uma estrutura axial ao
longo da linha de emparelhamento dos cromosomas mei6ticos em sinapse
e ndo nos cromosomas somaticos, proporcionou a ideia dum papel
funcional para o complexo sinaptonémico, no emparelhamento mei6tico
e no fenébmeno do crossing-over.

Parece que o crossing-over requer a presenca do complexo sinap-
tonémico, mas a presenca do complexo sinaptonémico ndo é so por
si suficiente para que ocorra o crossing-over. Isto é o complexo
sinaptonémico ndo € essencial para a recombinagdo, pois ndo esta
presente nos procariotas, nem no sobrecruzamento somatico, todavia
€ necessario para as trocas genéticas, observadas durante a primeira
profase meiotica.

Se na verdade o complexo sinaptonémico estiver envolvido nestes
processos, deve de alguma maneira estar integrado na estrutura linear
basica do cromosoma. Provas morfoldgicas sugerem a integragdo (18).
As microfibrilas cromosémicas, que rodeiam o complexo sinaptoné-
mico, ndo se distinguem das dos elementos laterais do complexo sinapto-
némico.

A observacdo de Moens (14) no lirio, onde a linha de emparelha-
mento se pode identificar bem, mostra que, cada elemento lateral,
esta associado a um cromosoma homologo.

Os argumentos que apoiam a ideia de uma intima relagdo
entre a sinapse dos cromosomas homdlogos e crossing-over, com o
complexo sinaptonémico sdo o0s seguintes:

(1) — Observagdo do complexo sinaptonémico unicamente em
células meidticas nos estados de zigéteno e paquiteno.

(2) — Auséncia do complexo sinaptonémico em espécies aonde nédo
existe sinapse (macho da Drosophila melanogaster e Bolbe nigra).
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(3) — O complexo sinaptonémico esta intimamente envolvido com
0 crossing-over, na medida em que as substancias que bloqueiam a sin-
tese de DNA durante a 1,a profase meidtica (mitomicina, 2-deoxiadeno-
sina, etc.) bloqueiam também a formacdo do complexo sinaptonémico.

Para terminar podemos afirmar que o complexo sinaptonémico
(C.S.) é mais do que uma curiosidade ultrastrutural associada ao
fendbmeno meidtico. Parece-nos mais razoavel olha-lo como uma
estrutura essencial a sinapse dos cromosomas homdlogos e, natural-
mente, ao fendmeno do sobrecruzamento ou crossing-over.

V. SUMMARY

This paper describes the development of the synaptonemal com-
plexes in the hamster ovaries. Between the 4th and 7th postnatal
days, oocytes at the zygotene and pachytene stages are observed.

The synaptonemal complex is a regular synaptic structure joining
homologous autosomal bivalents along their lengths. It appears well
developed at pachytene stage and show two lateral elements (each one
with 30 to 40 nm in thickness) which are associated to each homologous
chromosome of the bivalent. The two lateral elements are separated
by an electron transparent area, generally about 90 to 120 nm wide,
termed the central region. The lateral elements are joined by trans-
verse filaments (with 2 to 5nm in thickness) which intermingle and
form the central element (with 20 to 30 nm in thickness). The trans-
verse and central elements are only visible when the homologous chro-
mosomes attain a distance of the 90 to 120 nm.

Ends of the synaptonemal complexes are attached to the nuclear
envelope. This region, both the inner and outer membranes are rela-
tively straight and appear thickned; they are more closely and evenly
spaced than elsewhere around the nucleus. There are no pores in
the immediate region of contact. The chromatin surroundding the
complex is more evenly and heavily clumped. Similarly the rela-
tionships with the nucleolus is established by the nucleolar organizer
region in which the synaptonemal complex presents some pecularities.

The synaptonemal complex may now be regarded as a regular
and essential morphological structure concomitant of meiotic crossing-
-over, though the mechanism by which it operates is yet to be worked out.
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