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INTRODUCAO

Sao caracteristicas dos od6citos do Criceto os sistemas
de lamelas (annulate lamellae e lamelas citoplasmicas)
que se observam no ooplasma.

Na literatura Anglo-Saxdnica existem vérias designa-
cOes para estes componentes intracelulares

Para as annulate lamellae (16) existem 0s seguintes
sindnimos: periodic lamellae (14), fenestrated lamellae (13),
cisternae fenestratae (87), fenestrated membranes (20),

(*) Comunicagdo apresentada na V.a Reunido Anual da Sociedade Portuguesa
de Microscopia Electrénica.

(**) Professor Auxiliar de Biologia Médica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra.
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secondary membranes (10) e pitted membranes (3).
Preferi a de annulate lamellae (que traduzi para lingua
portuguesa por lamela anelada) por ser a que melhor
caracteriza a estrutura que aparece na matriz citoplasmica
dos o6citos em estado multilaminar e de Graaf. As lame-
las andadas quando observadas ao ME sdo constituidas
por pilhas de 4 a 20 elementos; cada elemento € formado
por duas membranas relativamente paralelas, separadas
por um intervalo de 30-40 nm e interrompidas ao longo
da sua superficie por numerosos poros.

Para as lamelas citoplasmicas encontram-se também
0s sinonimos: paracrystalline lattices (15), cytoplasmic
whorls (5), filaments (17) e cytoplasmic lamellae (18).
Uso esta ultima designacdo (que traduzi por lamelas cito-
plasmicas) por ser a que estd de acordo com o0 aspecto
gue se mostra nas gravuras n.es 2, 7, 8, 9, 11, 12, 13 e 14.
Aparecem como fiadas de elementos simples e duplos a
formar lamelas simples e duplas respectivamente, no cito-
plasma dos odcitos em estado biiaminar, multilaminar e
de Graaf do foliculo ovérico.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Como material de estudo usei para o presente tra-
balho ovérios de Criceto dourado. Este animal pertence
a ordem dos Roedores, & familia Cricetidae, a subfamilia
Cricetinae, ao género Mesocricetus e a espécie Meso-
cricetus auratus (1).

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

METODOS

Colheita

Colhi ovarios de animais com idades compreendidas
entre 14 e 70 dias ap6s o nascimento.
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Os animais foram mortos por decapitacdo apos
leve anestesia com éter. Retirei-lhes os ovarios, colo-
quei-os numas gotas de fixador (glutaraldeido a 3% em
tampdo Millonig a pH 7,3) e seccionei um de cada vez
em pequenos fragmentos de 1 a 2 mm de lado. Exe-
cutei esta tarefa com o auxilio de uma lupa e de laminas
de barbear novas. Estes pequenos fragmentos foram
imediatamente imersos em frascos com 2 a 3 cc de glu-
taraldeido a 3% em tampdo Millonig a pH 7,3 e colo-
cados no frigorifico a 4°C, durante uma hora.

Fixacéo

Ao fim deste tempo, depois de ter decantado o fixador,
lavei os pequenos fragmentos em trés banhos (10 minutos
cada um), em tampdo Millonig a pH 7,3 gelado. Em
seguida transferi-os para frascos com uma solugcdo de
tetréxido de 6smio a 2% em tampdo Millonig a pH 7,3,
durante um periodo de duas horas, a 40 C.

ApoOs este tempo, decantei o tetroxido de 6smio com
uma pipeta tipo Pasteur e lavei os pequenos fragmentos
rapidamente duas vezes com tampdo Millonig a tempera-
tura ambiente. Seguiu-se jmediatamente a desidratacao.

Desidratacéo

A desidratagdo foi efectuada a temperatura ambiente
numa série de alcoois de concentragdo crescente segundo
0 esquema seguinte:

Alcool etilico a70° ..cooovuenn.. 15 minutos
» » » 095° » »
» » »100° i, »
» » »100° i, »
» » »100° e, » »

Apo6s a Ultima passagem por alcool absoluto, os
fragmentos passaram por dois banhos consecutivos de
Oxido de propileno, com a duracdo de 15 minutos cada.

N 6



Inclusao

Os pequenos fragmentos de tecido foram incluidos na
resina Epong”. Para isso, tive de transferir os fragmen-
tos para uma solucdo em partes iguais, de 6xido de pro-
pileno e de mistura completa das resinas durante uma hora.

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

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

Cortes

Obtidos desta maneira os blocos de Epong”, con-
tendo o material em estudo, efectuei cortes semifinos e
ultrafinos num Ultramicrotomo (Ultrotome-LKB), utili-
zando facas de vidro.

A obtencéo de cortes semifinos (1000 nm de espessura)
permitiu-me observar ao microscépio de luz a morfo-
logia do ovéario em cada idade de modo a poder selec-
cionar a célula ou células em estudo. Depois talhava
0s blocos de modo a obter cortes ultrafinos da regido
seleccionada.

Cortes semifinos — Os cortes semifinos foram recolhi-
dos do recipiente da faca de vidro, que se encontrava
cheio de agua destilada, com uma ansa de metal e colocados
sobre uma lamina histolégica onde previamente colocava
uma gb6ta de agua destilada. Seguidamente, e a lupa,



dispuz os cortes, com a ajuda de uma agulha especial,
a periferia da g6ta e utilizando papel de filtro, retirava
a agua excedente: aqueci ligeiramente a lamina de
vidro ndo sO6 para evaporagdo da agua restante como
também para permitir a colagem dos cortes: depois corei
os cortes com azul de toluidina a 1%, em solugdo alca-
lina, durante 10 minutos, numa platina aquecida a tem-
peratura de 47°C.; passei rapidamente o0s cortes por
agua destilada, efectuei a montagem em Permount e
fotografei-os num Fotomicroscépio.

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 onde se encon-
travam os cortes. Depois eliminei o excesso de &gua,
na superficie da grelha, tocando-a contra papel de filtro.

Para este estudo utilizei grelhas de cobre (200 malhas
por polegada quadrada), revestidas por uma pelicula
de formvar refor¢cada com carbono.

Coloragéo

Utilizei a técnica da dupla coloracdo pelo acetato
de uranilo e citrato de chumbo (solucdo 1/10 em hidroxido
de sodio). Para execu¢do da coloragdo, coloquei algumas
gotas de uma solugdo saturada de acetato de uranilo
em Alcool etilico a 50%, numa lamina de vidro com
varias escavacOes; sobre cada gota coloquei uma grelha
de forma a que o lado em que se encontravam 0s cortes
ficasse em contacto com a referida solucdo; deixei assim
durante 30 minutos; apds este tempo retirei as grelhas
e lavei-as cautelosamente em dois banhos de agua desti-
lada, mergulhando-as 10 a 20 vezes em cada banho;
seguidamente sequei-as com papel de filtro e efectuei a
coloragdo com citrato de chumbo; neste caso procedi
do seguinte modo: sobre uma superficie hidrofobica
coloquei vérias gotas da solugdo a 1/10 em hidroxido de
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citrato de chumbo e sobre cada gota uma grelha, de
forma que a superficie em que se encontravam 0s cortes
ficasse em contacto directo com esta solucdo; deixei
assim durante 5 minutos; apds este tempo passei as
grelhas por uma série alternada de dois banhos de soda
caustica 0,02N e &gua destilada, tendo o cuidado de
mergulhar 10 a 20 vezes em cada banho; ap6s o ultimo
banho de 4&gua, retirei o excesso de liquido, tocando
com a grelha num papel de filtro e deixei secar.

Observacao

Somente depois das grelhas estarem bem secas esta-
vam em condi¢Bes de serem observadas no microscopio
electrénico.

Em todas as observacGes utilizei um microscépio elec-
tronico de marca Siemens Elmiskop IA, funcionando
a 80kv.; utilizei chapas fotograficas Kodak 6,5 X 9 cm
(.040 in. glass); revelei-as em Kodak D-Il, durante
8 minutos, seguida de passagem rapida por um banho
de &gua corrente; depois fixei as chapas em Kodak unifix,
durante 20 minutos; passei-as por um banho de agua cor-
rente durante 30 minutos; finalmente passei 0s negativos
por uma solucdo de Kodak photo-floo 200 e deixei-os secar.

Para obter positivos usei papel AGFA de grau
entre 2 e 5 de acordo com o0 contraste dos negativos.

RESULTADOS

Lamelas aneladas

As lamelas aneladas aparecem pela l.a vez neste
animal no estado de foliculo multilaminar (figuras n.cs 3,
4, 5 e 6). Sdo constituidas por pilhas de 3 a 8 elementos,
separados por intervalos de matriz citoplasmica de 75-
-120 nm de espessura. Cada um dos elementos é for-
mado por dois folhetos densos relativamente paralelos,
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separados por uma area quase transparente aos electrdes
de 20 a 40 nm de largura. Cada folheto dos elementos
das lamelas aneladas tem a espessura de 6 a 7,5 nm e
estrutura tipica de «unit membrane». Em certas regides,
as duas membranas de cada elemento unem-se uma a
outra e os locais de unido aparecem como zonas densas
aos electrdes, constituindo os poros das lamelas aneladas.

A matriz citoplasmica do odcito em estado de foliculo
de Graaf (figuras n.cs 10, 14, 15 e 16) contem lamelas anela-
dasmuito mais desenvolvidas, contrariamente ao que acon-
tece no estado de foliculo multilaminar; dispdem-se em
pilhas de 9 a 20 elementos; os elementos que constituem
as lamelas aneladas estdo também separados uns dos
outros por intervalos de matriz citoplasmica com a espes-
sura de 75-120 nm. Cada um dos elementos das lamelas
aneladas apresenta também dois folhetos densos relativa-
mente paralelos (de 6-7 nm de espessura cada um), sepa-
rados por um intervalo de 30-40 nm de largura quase
transparente aos electrbes. Em determinados regides, 0s
folhetos de cada elemento ligam-se um ao outro. As
areas de unido aparecem electronicamente densas como
anulos regularmente distribuidos em cortes tangenciais
(figura n.° 16). Associados com alguns elementos das
lamelas aneladas observam-se grdos densos aos electrdes
com 10-20 nm de diametro (ribosomas).

Lamelas citoplasmicas

As lamelas citoplasmicas aparecem pela 1l.a vez no
citoplasma do odécito em estado de foliculo bilaminar
(figuras n.os 1e 2). Observam-se dispersas ao acaso na
matriz citopldsmica, sdo densas aos electrbes, tém com-
primento variavel e estruturalmente formadas de pequenos
granulos. Dispbem-se em elementos simples e duplos.
Os elementos duplos sdo menos numerosos e estdo sepa-
rados um do outro por um intervalo de 25 nm quase
transparente aos electrdes.

N 6
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No estado de foliculo multilaminar (figuras n.cs 7 e 8),
as LA encontram-se dispersas na matriz citoplasmica
também em elementos simples e duplos, todavia existe
um maior nimero de elementos duplos do que no estado
precedente.

No estado de foliculo de Graaf (figuras n.cs 11, 12,
13 e 14) as lamelas citoplasmicas apresentam estrutura
idéntica ao estado precedente. Distribuem-se uniforme-
mente em numero consideravel pela matriz citoplasmica,
havendo predominio de elementos duplos.

FiG. N.° 1 — OVARIO DO CRICETO DOURADO COM DEZOITO DIAS DE IDADE.

A rmcrografia de luz mostra (corte semifino de um foliculo bilaminar) um
ovoécito rodeado por duas camadas de células foliculares poliédricas.

N — Nducleo
C — Citoplasma

M — Nucléolo

ZP — Zona peliclda
F — Célula folicular

MB — Membrana basal

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio
Inclusdo: Eponsn

Coloragdo: Azul de toluidina a 1%
Ampliacao: 1000 X

FiG. N.° 2 — FOLICULO BILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM DEZOITO
DIAS DE IDADE.
A presente micrografia electrénica mostra o citoplasma de um ovécito de

l.a ordem. Distinguem-se as mitocondrias (MI), dispostas a volta de uma subs-
tancia densa aos electrdes (substancia intermitocondrial), as lamelas citoplasmicas (L)
com os elementos simples e duplos, as cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (RE),
o aparelho de Golgi (G), a zona pelicida (Z) e os ribosomas (R).

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio

Inclusdo: Eponsu

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliacéo: 9 000 X
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FiG. N.° 3— OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE E QUATRO DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz mostra um corte semifino de um foliculo multilaminar.
Distingue-se o epitélio folicular com varias camadas de células foliculares
prisméticas, a zona pellcida e o ovocito de l.a ordem com o nucleo localizado
excentricamente.
N — Ndcleo
C — Citoplasma
m — Nucléolo
z— Zona peldcida
g — Células foliculares
mb — Membrana de Slavjanski
t— Células da teca interna

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de osmio
Inclusdo: Epongu

Coloracdo: Azul de toluidina a 1%
Ampliacdo: 346,5 x
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FiG. N.° 4 — FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
E QUATRO DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra no citoplasma do ovécito de l.a ordem as
lamelas aneladas (LA), dispostas em pilhas de cinco elementos. Cada elemento (E)
é constituido por dois folhetos relativamente paralelos, separados por um espaco
de 30-40 nm de espessura. No seu trajecto observam-se descontinuidades ou poros (P).
Associados com alguns elementos das LA, observam-se graos densos aos electrfes
com 10-20 nm de diametro (ribosomas).

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio
Inclusdo: Eponsn

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacdo: 36 000 X

FiG. N.u 5— FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
E SETE DIAS DE IDADE.

A figura mostra no ovécito de |.a ordem lamelas aneladas (LA), dispostas
em pilhas de sete elementos

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de ésmio
Inclusdo: Epongja

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliagdo: 36 000 X

FiG. N.° 6 — FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
F. OITO DIAS DE IDADE.

Observam-se as lamelas aneladas (LA), dispostas em pilhas de oito elementos,
no citoplasma de um ovécito de l.a ordem de um foliculo multilaminar.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de ésmio
Inclusdo: Eponsu

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacéo: 24 000 X
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FiG. N.° 7— FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
E SEIS DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra o citoplasma de um ovécito de |.a ordem
de um foliculo multilaminar. Observam-se no interior de cisternas de reticulo endo-
plasmico rugoso (RER), os elementos simples das lamelas citoplasmicas (1X).

C — Citoplasma
LC — Lamelas citoplasmicas
RER — Reticulo endoplasmico rugoso
Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Epongi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 38 000x

FiG. N.° 8 — FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
E CINCO DIAS DE IDADE.
A micrografia electrénica mostra no interior de cisternas de reticulo endo-
plasmico rugoso, elementos simples das lamelas citoplasmicas.
C — Citoplasma
RER — Reticulo endoplasmico rugoso
R — Ribosoma
LC — Lamela cltoplasmica
M — Mitocondria
Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de ésmio

Incluséo: Epongi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 27000x

FiG. N.° 9 — FOLICULO MULTILAMINAR DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM VINTE
E SEIS DIAS DE IDADE.
A micrografia electrénica mostra parte do citoplasma de um ovécito de
l.a ordem de um foliculo multilaminar. Observam-se as lamelas citoplasmicas (LC)
no interior das cisternas do reticulo endoplasmico rugoso (RER).
C — Citoplasma
LC — Lamelas citoplasmicas
RER — Reticulo endoplasmico rugoso
Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio

Inclusdo: Eponsi2
Coloracao: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 52 000 X
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FiG. N.° 10 — OVARIO DO CRICETO DOURADO COM TRINTA E DOIS DIAS DE IDADE.

A presente micrografia de luz mostra um corte semifino do foliculo de Graaf.
Distingue-se no ovocito de 1® ordem (O) o nlcleo (N) em inicio de pro-metafase.

O — Ovocito
Z — Zona pelicida
F — C¢élulas foliculares
N — Nducleo
CR — Cromosomas

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Eponsn
Coloragdo: Azul de toluidina a 1%

Ampliacdo: 2 200 X






Figs. n.os 11, 12 e 13 — FOLICULO DE graaf do ovario do criceto dourado com
TRINTA E DOIS DIAS DE IDADE.

No ooplasma observam-se as lamelas citoplasmicas (LC) simples e duplas,
e os ribosomas livres (R).

O — Citoplasma
LC — Lamelas citoplasmicas
R — Ribosomas

Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Epongii
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagao: 27 000 X, 42 000 X e 24000 X






FiG. N.° 14 — FOLICULO DE GRAAF DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM QUARENTA
E DOIS DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra no citoplasma de um ovécito de l.a ordem,
lamelas aneladas (LA) dispostas em pilhas de nove elementos.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxldo de 6smio
Inclusdo: Eponsn

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacéo: 36 000 X

FiG. N.° 15 — FOLICULO DE GRAAF DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM CINQUENTA
DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra no citoplasma de um ovécito de |.a ordem,
de um foliculo de Graaf, lamelas aneladas (LA) dispostas em pilhas de vinte ele-
mentos. Cada elemento (E) é constituido por dois folhetos relativamente paralelos,
com 6-7 nm de espessura separados por um espago de 30-40 nm; no seu trajecto
observam-se poros (P). Associados com alguns elementos das LA observam-se
gréos densos aos electrées com 10-20 nm de didmetro (ribosomas).

R — Ribosomas
E — Elemento
C — Citoplasma
P — Poro

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio

Inclusdo: Eponsi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacdo: 18 000X






FIG. N.° 16 — FOLICULO DE GRAAF DO OVARIO DO CRICETO DOURADO COM CINQUENTA

DIAS DE IDADE.

A micrografia electronica mostra no citoplasma de um ovécito de l.a ordem,

de um foliculo de Graaf, as lamelas aneladas (LA), seccionadas tangencialmente.
Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Eponsn
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 42000x
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DISCUSSAO

Lamelas aneladas

Considerando as semelhangas estruturais entre as
lamelas aneladas e o invélucro nuclear, ndo é de sur-
preender que todas as hipoteses sobre a origem das lamelas
aneladas envolvam o invélucro nuclear de uma maneira
ou de outra. Afzelius (2) considerou a possibilidade de
este sistema lamelar representar os fragmentos do invo-
lucro nuclear que ficassem no citoplasma apds a mitose.
Gay (4) sugeriu que o nucleo pode produzir material
que passa através do involucro nuclear, formando uma
membrana ao chegar & matriz citoplasmica. Swift (16)
sugeriu trés possiveis mecanismos para a origem das
lamelas aneladas; estes mecanismos incluem: a) frag-
mentacdo do involucro nuclear; b) sintese a nivel do
invélucro nuclear, actuando a membrana nuclear externa
como molde e c) formacdo independente do invdlucro
nuclear.

Merrian (10) sugeriu um fendmeno de vesiculacdo da
membrana nuclear interna para o interior do nucleo,
originando vesiculas intranucleares. Por fusdo destas
formava-se uma lamela simples no nucleoplasma, que
eventualmente passava para a matriz citoplasmica durante
a desintegracdo do invélucro nuclear. Rebhum (14) suge-
riu que as lamelas aneladas aparecem por um processo
de delaminacdo directa do involucro nuclear.

Okada e Waddington (11) apresentaram ainda uma
outra origem. Notaram um aumento do involucro nuclear
nas «nurse cells» (células nutridoras) que envolvem os
o6citos de Drosophila melanogaster e afirmam que as
lamelas aneladas se formavam a partir de fragmentos
do involucro nuclear das células nutridoras que passaram
para a matriz citoplasmica do odcito.
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Em todos os casos mencionados ndo se observaram
suficientes estados da sequéncia proposta para a formacéo de
lamelas aneladas de modo a proporcionarem uma demons-
tracdo inequivoca dos métodos envolvidos na sua origem.

Kessel foi o primeiro a dar uma informacdo completa
respeitante a origem das lamelas aneladas, com trabalhos
efectuados em odcitos de Necturus (6), de Equinodermes (7)
e de Tunicados (8). Este autor demonstrou ecoldgica-
mente que existem dois processos de formacédo das lamelas
aneladas a partir do involucro nuclear. Num, a membrana
externa do invélucro nuclear forma inicialmente estreitas
projeccOes digitiformes que se destacam sob a forma de
vesiculas para o ectoplasma onde se dispem linearmente,
achatando-se e acabando por formar os elementos tipicos
das lamelas aneladas; no outro as lamelas aneladas
originam-se por uma duplicagdo do involucro nuclear.

Acontece que no presente trabalho nunca se obser-
varam aspectos morfoldgicos idénticos aos descritos por
Kessel, nem de qualquer Autor. Como observei com
bastante frequéncia cisternas de reticulo endoplasmico
granular dispostas paralelamente umas as outras na
matriz citoplasmica (figuras n.s 4, 5 6, 14 e 15) em que
os ribosomas aderentes a superficie externa deixavam de
se observar a medida que se diferenciavam em lamelas
aneladas, formando as pilhas caracteristicas, afirmo que
as lamelas aneladas no Criceto dourado se originam do
reticulo endoplasmico granular.

A semelhanca estrutural das lamelas aneladas com
0 involucro nuclear sugere também uma funcgdo estreita-
mente associada (9). As provas de que as lamelas aneladas
contém ribosomas aderentes levaram Swift (16) a propor
que exercem uma func¢do importante na transferéncia e
acumulacdo da informacdo genética.

Como se observam predominantemente nas células
embrionarias, germinais e neoplasicas, Wischnitzer (21)
emitiu a hipotese de que devem estar relacionadas com a
sintese proteica.
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Como no presente trabalho somente observei lamelas
aneladas nos estados finais da ovogénese (estado multi-
laminar do foliculo e foliculo de Graaf) penso que as
lamelas aneladas constituem um «stock» de membranas
com funcbes semelhantes & do invdlucro nuclear, neces-
sarias durante as primeiras fases da embriogénese.

Lamelas citoplasmicas

As lamelas citoplasmicas foram observadas somente
a partir do estado bilaminar do foliculo. Aparecem
como fiadas de elementos simples e duplos a formar
lamelas simples e duplas respectivamente.

Uma revisdo da literatura (19) mostra que a origem
destas estruturas é completamente desconhecida. Acon-
tece porém que no presente trabalho encontrei na matriz
citopldsmica dos odcitos em estado bilaminar e multila-
minar (figuras n.cs 7, 8 e 9) cisternas de reticulo endoplas-
mico granular contendo no interior um a trés elementos de
comprimento variavel, densos, de morfologia semelhante
aos elementos simples das lamelas citopldsmicas; este
aspecto morfoldgico leva-me a afirmar que pelo menos no
Criceto dourado, a origem das lamelas citoplasmicas, esta
relacionada com o reticulo endoplasmico granular. O que
me leva a propor o seguinte mecanismo de formacédo das
lamelas citopldsmicas: as proteinas uma vez sintetizadas
no reticulo endoplasmico rugoso passam para o interior
das cisternas e sofrem um processo de polimerizagdo ori-
ginando os elementos tipicos das lamelas citoplasmicas.

Ignora-se a funcdo das lamelas citoplasmicas, embora
se possam relacionar com uma reserva de material proteico
necessario nas fases finais da ovogénese altura em que
a sintese proteica decai (19).
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RESUMO

S&o caracteristicos dos od6citos do Criceto os sistemas
de lamelas (annulate lamellae e lamelas citoplasmicas)
que se observam no citoplasma. O numero e aspecto
destas formacgGes variam com o desenvolvimento do
odcito. No decurso de um trabalho, tendo por finali-
dade o estudo da ovogénese, o A. observou a estrutura,
relacOes e variacdes sofridas pelos dois sistemas de lamelas.
Sd0 essas observagbes que se transmitem. O material
utilizado (ovéarios de Criceto) foi, na maior parte, fixado
pelo glutaraldeido a 3% (t. Millonig, pH 7,3), seguido
de 4acido o6smico a 2%. Algum material foi tratado
pelo fixador de DALTON. Apo6s inclusdo (Epon 812),
fizeram-se cortes (ULTROTOME) que, depois de corados
(acetato de uranilo e citrato de chumbo), foram obser-
vados num ELMISKOP 1 A (80 Kv). De todas as
colheitas foram feitos cortes para observacdo ao m. dptico.

Lamelas aneladas — Foram observadas em o006citos
em estado avancado de maturagdo. Cada elemento
é constituido por dois folhetos relativamente paralelos,
com uma espessura de 6-7 nm (unit membrane), separados
por um espaco de 30-40 nm. No seu trajecto obser-
vam-se descontinuidades ou poros. Em cortes tangen-
ciais as descontinuidades tém aspecto semelhante aos
annulus da invélucro nuclear, observando-se nalguns
um granulo de 20 nm. As annulate lamellae dispdem-se
em pilhas de cinco a vinte elementos separados por inter-
valos de 75-120 nm. Associados com alguns elementos
observam-se ribosomas.

Lamelas citoplasmicas — Estas estruturas que tém
sido descritas sob diversas designacdes (redes paracris-
talinas, filamentos, espirais) sdo formadas por lamelas
de 16-25 nm de espessura, trajecto ondulante e estrutura
granular. N&o se observaram nos foliculos unilaminares,
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nos foliculos bilaminares sdo em pequeno numero e nos
foliculos multilaminares observam-se com maior frequén-
cia. DispBem-se quase paralelamente umas as outras,
separadas por intervalos varidveis. Nesta fase notam-se
elementos associados em pares separados por um espaco
de 25 nm. Em fases avancadas da ovogénese (foliculo de
Graaf), as lamelas citopldsmicas mais abundantes consti-
tuem grupos com maior numero de elementos.

As hipoteses relativas a origem e funcdo destas estru-
turas sdo discutidas.

SUMMARY

Systems of lamellae (annulate lamellae and cyto-
plasmic lamellae) are characteristic elements of the cyto-
plasm of the hamster oocyte. The appearance and
number of these structures vary with the developmental
stage of the oocyte. In a study on hamster Oogenesis,
the structure and modifications of these systems of lamellae
have been studied. The material used (hamster ovaries),
has been fixed in 3% glutaraldehyde (Millonig’s buffer
pH 7,3) followed by 2% osmium tetroxide. Occasionally
some material has been fixed in a chromo-osmium fixative
(Dalton). After embedding (Epon 812) thin sections
were cut (Ultrotome) and stained (uranyl acetate-lead
citrate). They were observed in an Elmiskop 1 A (80 Kv).
Thick sections were made for observation in light
microscopy.

Annulate lamellae — The have been observed only
in mature oocytes. Each element is formed by a pair
of parallel membranes presenting the unit membrane
structure. In their traject they have discontinuities similar
to the pores of the nuclear envelope. Those discontinuities
have also been observed in tangential sections and, like
the annulus of the n. membrane, they present, sometimes,
a dense central granule (20 nm).
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Cytoplasmic lamellae — These structures previously
reported under various names (paracrystalline lattices,
filaments, cytoplasmic whorls), are formed by ondulating
pairs of parallel lamellae (16-25 nm thick) presenting in
tangential section a granular structure sometimes with a
crystalline-like appearance. They have not been observed
in the oocytes of the unilaminar follicles. Some have been
seen in the oocytes of the bilaminar follicles. In the oocytes
of the multilaminar follicles, the cytoplasmic lamellae are
more abundant and parallel to one another. In that stage
some lamellae are grouped in pairs separated by a 25 nm
clear space. In the oocytes of mature follicles the cyto-
plasmic lamellae are more frequent and associated in groups
of more than two elements.

The origin and function of these structures are dis-
cussed.
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INTRODUCAO

Os vasos linfaticos cardiacos no Céo distribuem-se por
trés redes, em comunicacdo umas com as outras. Todos
0s autores estdo de acordo quanto a existéncia das redes
linfaticas subendocardica e subepicardica. A presenca
de vasos ou capilares linfaticos no miocérdio foi também
demonstrada, mas a sua origem e a maneira como Se
faz a continuidade com as duas redes adjacentes ndo estdo
completamente esclarecidas.

Com efeito, a revisdo bibliogréfica p6e em evidéncia
pontos insuficientemente estudados ou discordantes. Ten-
tdmos esclarecé-los com o presente estudo pelo qual se
procurou obter o padrdo normal da disposicdo das redes
linfaticas subepicardicas ventriculares nessa espécie.



Procuramos estabelecer este padrdo para o podermos
comparar com o0s aspectos obtidos, quando «in vivo»,
executdmos laqueacdes arteriais, venosas ou linfaticas.

A revisdo da literatura sobre os linfaticos cardiacos
revela que este sistema é pouco conhecido nos seus por-
menores, possivelmente por limitages e dificuldades das
técnicas da sua visualizacdo. O pequeno tamanho, a deli-
cadeza de tais estruturas e a presenca de valvulas dificulta
a injeccdo por cateterizagdo. A melhor demonstragdo
é ainda a injeccdo indirecta em varias zonas subepicardicas
de ambos os ventriculos.

Todos aqueles que se tém dedicado a medicdo do fluxo
linfatico cardiaco, ou ainda a outros estudos experimen-
tais, ttm obtido resultados divergentes. Isso deve-se nao
s0 a conhecimentos pouco precisos da anatomia do sistema
linfatico subepicardico, bem como, e sobretudo ao nimero
e localizagdo dos colectores linfaticos principais, que
drenam a linfa cardiaca. Assim, uns autores, nas suas
experiéncias, tém laqueado ou cateterizado apenas um
tronco Unico, resultante da unido de dois colectores lin-
faticos principais; outros tém verificado a existéncia de
dois troncos independentes, drenando cada um deter-
minado territério cardiaco; a ainda outros, além dos dois
troncos independentes, descrevem um terceiro, que drena
a face posterior do coragéo.

Procuramos assim estudar, no presente trabalho, qual
a disposicdo destas estruturas, como base de estudos fun-
cionais das obstruccdes linfaticas ou venosas e consequente
repercussdo cardiaca.

REVISAO HISTORICA

O primeiro trabalho sobre linfaticos cardiacos no Céo
parece ter sido realizado em 1653, por Rubdeck (1).
Observou e descreveu estes vasos, tendo dissecado alguns
linfaticos subepicardicos que constituiam vasos aferentes
de grupos ganglionares mediastinicos.



Em 1692, Nuck (2) utilizou a técnica de injec-
cdo directa de linfaticos com mercurio, conseguindo
preenchimento de maior numero de linfaticos sube-
picérdicos.

Em 1833, Fohmann (3) deu maior incremento ao
estudo dos linfaticos, ao utilizar um método de puncéo
indirecta consistindo na injeccdo intra-miocardica de
mercurio e com bastante pressdo; a hiperpressdo levava
a rotura dos linfaticos e o merclrio passava para dentro
do seu lume. Esta técnica permitiu encher capilares
e pequenos vasos linfaticos subepicardicos.

En 1866, Eberth e Belajeff (4) empregaram na
visualizacdo dos linfaticos o método da injeccdo indirecta
e 0 da impregnacdo pela prata, tendo injectado ainda os
vasos sanguineos com solucBes coradas. N&ao obser-
varam em diferentes mamiferos grandes diferencas na
distribuicdo das redes linfaticas, embora tivessem ten-
tado estabelecer para cada animal um padrdo tipico.

Em 1871, Wedl (5) estudou em varios mamiferos os
linfaticos subepicardicos.

Em 1908, Rainer (6) estudou linfaticos subepicérdicos
ventriculares e em 1911, apresentou um estudo comparativo
em diversos mamiferos.

Em 1909, Mouchet (7) fez o estudo até entdo mais
completo destas estruturas. Utilizou a técnica de Gerota
com azul da Prassia, tendo injectado coragbes humanos
e de varios animais domésticos. Verificou e existéncia
de dois troncos linfaticos em cada sulco cardiaco. Cada
tronco vai langar-se nos grupos ganglionares inter-traqueo-
-brébnquicos, terminando o tronco linfatico direito no
ganglio pré-adrtico e o esquerdo num ganglio situado no
flanco esquerdo da artéria pulmonar. Referiu ainda,
no C&o e no Cavalo, nddulos linfaticos nos sulcos inter-
ventriculares.

Em 1924, Aagaard (8) escreveu um livro sobre lin-
faticos, no Homem e nalguns animais. Tendo utilizado
a injeccao linfatica directa, descreveu pormenorizadamente
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0 plexo subepicardico e a sua drenagem para nédulos
linfaticos regionais.

Em 1939, Patek (9) comprovou, no Cao, que a drena-
gem da linfa cardiaca, se fazia por vasos linfaticos satélites
dos vasos coronarios. Os dois troncos principais situa-
vam-se no sulco auriculo-ventricular e drenavam a linfa
do coracdo direito e esquerdo. Estes dois vasos linfaticos
convergiam depois para formar um tronco Unico com
inicio perto da base da artéria pulmonar, e que receberia
toda a linfa cradiaca.

Em 1940, Drinker, Warren, Maurer ¢
McCarrel(IO) cateterizaram este tronco Unico, descrito
por Patek, a montante da entrada deste num ganglio
linfatico constante e situado entre a veia cava superior
e o tronco arterial braquio-cefalico. Foram de parecer
que a linfa captada neste tronco representava a totalidade
da linfa cardiaca, tendo-se baseado em dois motivos:
as alteracbes do fluxo e composicdo da linfa seguiam-se
a alteracbes da actividade cardiaca; quando se injectava
0 corante no coragdo, este aparecia unicamente neste
tronco.

Em 1963, Miller(ll) utilizando também Cé&es nas
suas experiéncias, verificou que o maior tronco de drena-
gem cardiaca passa por baixo da artéria pulmonar, para
terminar invariavelmente num ganglio pré-traqueal, perto
do inicio da aorta tordcica. Deste ganglio, partem um
ou dois troncos linfaticos, que acabam por terminar no
ganglio cardiaco descrito por Drinker, situado entre a veia
cava superior e o tronco arterial braquio-cefalico. A partir
deste ganglio, os linfaticos terminavam, na grande veia
linfatica.

Em 1966, Symbas, Cooper, Gantner Jr. € Will-
man (12) injectaram, «in vivo», 40 animais com uma
solugdo a 0,5% de azul de Evans. Observaram que o0s
pequenos capilares linfaticos vao convergindo para peque-
nos troncos, que acabam por constituir troncos de maior
calibre. Estes alcangam a base do coragdo, onde se



formam dois troncos independentes. Aquele que acom-
panha os ramos da artéria coronaria esquerda sai do cora-
cdo entre o apéndice auricular esquerdo e a artéria pulmo-
nar; o que acompanha os ramos da coronéaria direita
situa-se a frente da aorta, passando através da prega pré-
-adrtica. Ambos os troncos vao para a porcdo posterior
do mediastino superior, para alcancarem o0 ganglio car-
diaco de Drinker. Por vezes, um terceiro tronco drena
a linfa da porcdo posterior do coragdo.

Também em 1966, Johnson e Blake(13) estudaram
a anatomia do sistema linfatico cardiaco em Porcos, Cées
e no Homem, utilizando a técnica de aplicacdo tdpica do
peroxido de hidrogénio e ainda técnicas de injeccdo.
A técnica de aplicagdo do peroxido de hidrogénio produz
uma reaccdo de oxi-redugdo, com as catalases e peroxidases
dos tecidos da linfa; produz oxigénio e agua, causando
ainda distensdo dos linfaticos e vasos sanguineos que se
distinguem pela sua morfologia. Segundo estas observa-
¢cBes, no Cdéo, os linfaticos sub-epicardicos convergem
para troncos mais desenvolvidos, que se encontram no
sulco auriculo-ventricular e vdo continuar-se com o Unico
colector de toda a linfa cardiaca.

Em 1969, Johnson (14) utilizou a visualizagdo dos
linfaticos, também com a técnica do peroxido de hidro-
génio. Entre varios coragBes que injectou, utilizou treze
de Cdo. Também, para este autor, a drenagem da linfa
cardiaca é feita por um unico colector linfatico.

Finalmente em 1971, Leeds e Uhle (15) dissecando
75 regiBes mediastinicas no Cao, verificaram a grande
variabilidade, quanto ao numero e localizagdo dos vasos
e ganglios linfaticos. O géanglio de Drinker, onde ter-
minam 2 linfaticos aferentes, foi encontrado em cerca
de metade dos casos. Contudo, frequentemente, foram
encontrados trés ou quatro ganglios, tendo sido observados
quatro ou cinco troncos linfaticos.
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MATERIAL E METODOS DE ESTUDO

Estudamos 25 coragfes de Cé&o e utilisamos dois
métodos de visualizacdo dos linfaticos sub-epicardicos
ventriculares.

O primeiro, mais fisiol6gico, consiste na injeccao
sub-epicérdica «in vivo», lenta e continua, de uma solugéo
apirogénica de azul de Evans a 1%. Em 5 animais injec-
tamos esta solucdo, ao nivel da ponta, numa zona, a par-
tir da qual se visualizam, com uma Unica picada, todos
os linfaticos sub-epicardicos ventriculares. Por este
método, aproveitando a actividade cardiaca, obtém-se,
de um modo mais funcional, a visualizacdo linfatica, per-
mitindo ainda uma distribuicdo do azul de Evans por
todos os linfaticos sub-epicardicos ventriculares. A anes-
tesia dos animais foi feita com pentobarital sédico e éter
e a respiracdo foi assistida com um respirador tipo Oxford.
ApoOs toractomia e pericardiomotia injectaram-se, ao nivel
da ponta os linfaticos sub-epicardicos ventriculares. Em
cada coracdo injectou-se cerca de 3 cm de azul de Evans,
com pressdo de injecgdo constante.

O segundo método utilizado consistiu na injeccdo
de coragOes, quatro a seis horas depois da morte, tendo
esta sido provocada por intoxicacdo barbiturica. Durante
este tempo os cora¢Bes permaneceram em soro fisioldgico
a 37°. A injeccdo dos linfaticos foi também feita com
uma solucdo apirogénica de azul de Evans a 1%. Prati-
camos esta técnica em 20 coracOes.

Este método permitiu-nos adquirir experiéncia na
injeccdo de linfaticos cardiacos e determinar uma zona
a partir da qual com uma ou duas picadas apenas, é pos-
sivel obter a visualizacdo da maioria dos linfaticos sub-
-epicardicos ventriculares. Quando se efectuavam varias
injeccdes, havia grandes difusfes de corante, o que levava
muitas vezes a dificuldades de interpretacéo.

Nalguns destes vinte coracGes apds a injeccdo dos
linfaticos, realizdmos o preenchimento das artérias e veias



com solucdes coradas. O nosso objectivo era podermos
distinguir vasos linfaticos das estruturas arteriais e venosas
e sobretudo tentar esclarecer a causa do aparecimento,
nas veias superficiais do coracdo, do azul de Evans,
injectado nos linfaticos sub-epicardicos.

OBSERVACOES

A demonstracdo «in vivo» dos capilares linfaticos
sub-epicérdicos ventriculares comeca cerca de 2 a
5 segundos apds o inicio da injec¢do, encontrando-se 0s
vasos linfaticos visualizados ao fim de 30 a 60 segundos.

A maior rapidez de enchimento depende do local de
injeccdo, sendo o preenchimento tanto mais rapido quanto
mais aproximada da ponta se pratica; nestas zonas 0sS
linfaticos podem ser preenchidos com mais facilidade,
dada a sua maior riqueza. A medida que o local de injec-
cdo se vai aproximando do sulco auriculo-ventricular,
a visualizacdo torna-se mais ficicil, pelo facto de os capi-
lares linfaticos se disporem ai em redes de malhas mais
largas e menos abundantes.

0] tempo que medeia entre a injeccdo dos linfaticos
sub-epicardicos ventriculares e o desaparecimento total
do corante do lume dos vasos, é variavel, sucedendo nor-
malmente ao fim de cinco minutos.

Durante a primeira semana, 0 corante mantém-se no
local da injeccdo e nos grupos ganglionares que recebem
os colectores linfaticos principais cardiacos.

Neste trabalho, iremos considerar apenas alguns
aspectos da disposicdo morfologica dos linfaticos sub-
-epicardicos ventriculares: a rede plexiforme linfatica, os
troncos linfaticos de drenagem com alguns ganglios inter-
calares, os colectores linfaticos principais e 0s grupos
ganglionares que recebem a linfa cardiaca.
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/| — Rede Plexiforme Linfatica

Quando se injectam linfaticos sub-epicardicos ven-
triculares, no ponto da picada e apds discreta pressdo de

Fig. 1— Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

injeccdo, podemos observar uma mancha do produto
injectado, que aos poucos se vai transformando numa
densa rede, constituida por capilares linfaticos. Estes
capilares acabam por convergir para vasos linfaticos de
pequeno calibre.



Ao nivel da ponta as redes sdo muito finas e cerradas,
sendo bastante dificil descrever-se-lhes um padrdo predo-
minante, tal a variedade e complexidade da sua disposi¢édo
(Fig. 1, seta).

Fig. 2— Linféticos sub-epicéardicos ventriculares do céo.

A medida que se vai subindo o nivel da injecgo, estas
malhas vao-se tornando mais largas e dao origem, quase
imediatamente, a vasos linfaticos de maior didmetro
(Fig. 2, seta).
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Estas redes linfaticas encontram-se situadas no tecido
conjuntivo sub-epicardico, localizado entre o miocardio
e 0 epicéardio. Os capilares linfaticos que as constituem
sdo de morfologia variavel, alguns com forma bulbar e de
calibre irregular. O seu aspecto varia ainda conforme
a regido ventricular que se considera, e ainda em zonas
idénticas de coracgdes diferentes.

Fio. 3 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

Nestas redes linfaticas os vasos que mostram aproxi-
madamente o mesmo calibre, anastomosam-se, desenhando
figuras poliédricas, cujos lados sdo curvos, muito varidveis
quanto ao namero e sobretudo quanto a forma (Fig. 1).

Nas malhas mais largas, isto é, nas mais afastadas da
ponta do coracdo, das quais se vé com mais facilidade
partir um colector linfatico, as redes apresentam a forma
de figuras poliédricas mais largas, de forma rectangular ou
trapezoidal (Fig. 2, seta).
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Pode verificar-se que, uma vez injectada a maioria dos
linfaticos sub-epicardicos ventriculares, é grande o nimero
de anastomoses que os ligam entre si e muito mais desen-
volvidas, em tamanho e calibre, nas porcdes superiores
dos ventriculos (Fig. 3, setas).

Nao observamos redes linfaticas plexiformes nos
sulcos primarios do coragdo e nos seus bordos, encontran-
do-se ai habitualmente troncos linfaticos bem desenvol-
vidos (Fig. 3).

Por outro lado, os vasos linfaticos mais finos, talvez
por ndo possuirem valvulas, mostram aspecto homogenea-
mente cilindrico (Fig. 4, seta 1) em contraste com oS
vasos linfaticos mais desenvolvidos que sdo ampuli-
formes (Fig. 4, seta 2).

Il — Troncos linfaticos de drenagem

Os troncos linfaticos de drenagem da rede sub-epi-
cardica estdo, tal como os capilares, no tecido conjuntivo
sub-epicéardico. Podemos reparti-los em trés grupos, con-
soante o seu calibre e localizagéo.

Troncos linfaticos de |.a ordem — pequenos troncos resul-
tantes da convergéncia de capilares linfaticos (Fig. 5,
seta 1). N&o acompanham vasos sanguineos e convergem
uns para os outros, até originarem vasos de calibre um
pouco maior, constituindo os troncos de 2.a ordem.

Troncos linfaticos de 2.a ordem — troncos com calibre
superior aos de l.a ordem e resultantes da sua conver-
géncia (Fig. 5, setas 2). Acompanham sempre vasos
sanguineos, sendo em geral em numero de dois para cada
artéria. Terminando em troncos de 3.a ordem ou nos
colectores linfaticos principais, estes ultimos drenam geral-
mente a linfa da porcdo superior dos ventriculos.
Quando existe apenas um tronco em relagdo a artéria,
este pode situar-se em qualquer dos seus flancos, cruzar
N 7
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Fig. 4 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

Fig. 5 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.
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a artéria profundamente ou mais frequentemente a sua
superficie. Sdo vasos que se podem anastomosar com
outros situados nas regides vizinhas, quer sejam de 2.a ou
até mesmo de 3.a ordem.

Troncos linfaticos de 3.'d ordem — caracterizados por
um calibre mais desenvolvido e sobretudo pela constancia
da localizacdo (Fig. 5, setas 3). Durante o seu trajecto,
recebem muitos troncos de 2.a ordem, sendo 0Ss mais
caracteristicos e desenvolvidos aqueles que estdo situados
nos sulcos interventricular anterior e posterior, e ainda no
bordo esquerdo do coragdo. As suas relagdes com o0s
vasos coronarios sao praticamente constantes. Ao nivel
da ponta, ou mais exactamente entre esta e o sulco inter-
ventricular anterior, na face anterior do ventriculo
esquerdo, podemos observar uma extensa rede linfatica,
que vai originar directamente os troncos linfaticos inter-
ventriculares anteriores, posterior e marginal esquerdo.
E a este nivel que praticamos de preferéncia as nossas
injeccoes.

O tronco interventricular anterior, situado no sulco do
mesmo nome, é habitualmente Unico, nalguns casos duplo.
Quando se encontra apenas um, costuma originar-se ao
nivel da ponta e situar-se de inicio a direita dos vasos
interventriculares anteriores. Perto do 1/3 meédio do
sulco interventricular cruza esses vasos, para depois
se colocar a esquerda deles, até alcancar a por¢do anterior
e esquerda do sulco auriculo-ventricular. Durante o seu
trajecto recebe varios linfaticos de 2.a ordem, provenientes
da face anterior do ventriculo esquerdo e da porcdo infe-
rior da face anterior do ventriculo direito.

Entre os vasos provenientes do ventriculo esquerdo
recebe um tronco, que, constantemente encontramos
e denominamos por tronco ventricular antero-esquerdo.
E satélite da artéria ventricular antero-esquerda (Fig. 6,
seta 1.

Quando existem dois troncos interventriculares ante-
riores (Fig. 6, setas 2 e 3), cada um esta situado do seu

N 7
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lado dos vasos interventriculares anteriores, recebendo
o direito alguns troncos de 2.aordem; estes drenam a linfa
da porgdo inferior da face anterior do ventriculo direito.

O tronco direito acaba por terminar no esquerdo
e muito perto do ponto de entrada do tronco ventricular
antero-esquerdo (Fig. 6, seta 4).

O resultado da jungdo dos dois troncos interventri-
culares anteriores da origem a um tronco comum, que
acaba de percorrer a restante por¢do do sulco interven-
tricular anterior (Fig. 6, seta 5).

O tronco interventricular posterior, tem origem no sulco
do mesmo nome, pela convergéncia de troncos linfaticos
de 2.a ordem. Estd situado a esquerda da artéria do
mesmo nome (Fig. 7, seta 1). Quando alcanga a cruz,
continua-se com o tronco circunflexo (Fig. 7, seta 2).
Recebe um tronco bem desenvolvido, que se origina perto
da ponta, e percorre a face posterior do ventriculo es-
querdo, paralelamente ao sulco interventricular posterior
(Fig. 7, seta 3) e ainda troncos de 2.a ordem, que acompa-
nham o0s vasos ventriculares postero-esquerdos.

O tronco marginal esquerdo, em regra Unico, origina-se
na porgdo inferior do bordo esquerdo do coragdo, nas-
cendo da rede capilar linfatica, por 2 ou 3 troncos; tendo
percorrido o bordo esquerdo, vai langar-se no tronco
circunflexo, no ponto onde este ultimo cruza precisamente
esse bordo cardiaco (Fig. 8 e Fig. 9, seta 1).

O tronco ventricular antero-esquerdo, € um tronco lin-
fatico de 3.aordem, que encontramos sempre muito desen-
volvido, a drenar a linfa de quase toda a totalidade da
face anterior do ventriculo esquerdo. Alguns vasos de
origem acompanham ramos da artéria ventricular antero-
-esquerda e outros cruzam-nos a varios niveis. Todos
estes ramos vdo-se reunindo até se constituir um dnico
tronco, que vai terminar no tronco circunflexo (Fig. 9,
seta 2) ou, quando existem dois troncos interventriculares
anteriores, no tronco de unido destes ultimos (Fig. 6,
seta 5).
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Fio. 8 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

Fig. 9 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.
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O tronco circunflexo, € um vaso muito desenvolvido,
que ao nivel da cruz, continua o tronco interventricular
posterior (Fig. 7 seta 2). A partir dai, precorre toda a por-
cdo esquerda do sulco auriculo-ventricular, até alcancar
o flanco esquerdo da base da artéria pulmonar; une-se

Fig. 10 — Linfaticos sub-epicéardicos ventriculares do céo.

entdo com o tronco interventricular anterior, ou com
o0 resultante da unido de dois interventriculares anteriores.
Durante o seu trajecto, é acompanhado pela artéria cir-
cunflexa e pela grande veia cardiaca. Recebe varios
troncos de 2.a ordem, o tronco marginal esquerdo e, por
vezes, 0 tronco ventricular antero-esquerdo (Fig. 10, seta
e Fig. 11, seta 1)
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Il — Colectores linfaticos principais

Sdo dois os colectores linfaticos, que drenam a tota-
lidade da linfa cardiaca. Para alguns autores, o coragdo
é drenado apenas por um unico colector linfatico, que
resulta da unido dos dois colectores linfaticos principais,
direito e esquerdo.

Fig. 11 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

O colector linfatico principal esquerdo, de maior calibre
que o direito, resulta da unido do tronco circunflexo
(Fig. 11, seta 1), com o tronco interventricular anterior,
ou quando existem dois, do tronco resultante da unido
destes (Fig. 11, seta 2). Este tronco inicia-se entre o flanco
esquerdo da artéria pulmonar e o apéndice auricular
esquerdo (Fig. 11, seta 3 e Fig. 12, seta).

O colector linfatico principal direito, origina-se por
troncos linfaticos de 2.a ordem, localizados na porcéo
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superior e externa da face posterior do ventriculo direito.
Estes linfaticos acabam por convergir para um tronco de
maior calibre, ao nivel da porgdo mais externa do sulco

Fig. 14 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do cdo.

auriculo-ventricular postero-direito (Fig. 13). Contorna
depois o bordo direito do coracdo e caminha na porgao
antero-direita do sulco do mesmo nome. Durante o seu
trajecto recebe varios linfaticos de 2.a ordem das faces
ventriculares (Fig. 14, setas). Tendo passado atraves da
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prega pré-adrtica, muito desenvolvida no Céo, o que torna
impossivel, sem disseccdo, a observacdo do colector a este
nivel, acaba por alcancar a por¢cdo ascendente da crossa da
aorta em cujo flanco anterior ou direito o vemos cami-
nhar (Fig. 15, seta).

Fig. 15— Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

IV — Ganglios intercalares e grupos ganglionares que rece-
bem os linfaticos cardiacos

E com certa frequéncia que nos troncos linfaticos
sub-epicardicos observamos pequenos ganglios linfaticos
de grande variabilidade numérica. Estdo localizados no
trajecto de vasos de 2.a ordem, podendo contudo aparecer
em vasos de 3.a ordem (Fig. 6, setas A).

N7



Quando o linfatico principal esquerdo passa por
baixo da origem do tronco da artéria pulmonar, entre
esta e o apéndice auricular esquerdo (Fig. 16, seta 1),

Fig. 16 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do cé&o.

pode existir a este nivel um ganglio — ganglio da artéria
pulmonar (Fig. 16, seta 2), afinal o mais anterior dos grupos
ganglionares mediastinicos anteriores.

O referido colector linfatico, depois de estar em rela-
¢cdo com a artéria pulmonar (Fig. 17, seta 1), passa por
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detras da porcdo horizontal da crossa da aorta, até alcan-
car ganglios linfaticos que se encontram em relacdo com
a traqueia — ganglios para-traqueais (Fig. 17, setas 2

Fig. 17— Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

e 3). O seunumero é variavel, ndo ultrapassando, em regra
o de trés. De cada um destes ganglios partem vasos eferen-
tes, que acabam por alcancar um ganglio muito desenvol-
vido, o descrito por Drinker, sSituado entre a veia
cava superior e o tronco arterial braquio-cefalico (Fig. 17,
seta 4).

N7
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Deste ganglio de b rinker saem colectores linfaticos,
que alcangam grupos ganglionares mediastinicos. Nalguns
casos, o colector linfatico principal esquerdo termina direc-

Fig. 18— Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

tamente nos ganglios para-traqueais, ndo chegando depois
a linfa ao ganglio de D rinker (Fig. 18, seta).

Como dissemos, o colector linfatico principal direito,
depois da sua origem vai alcancar o flanco anterior ou
direito da porcdo ascendente da crossa da aorta. Passa
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através da prega pré-aortica, para alcancar depois o medias-
tino (Fig. 15, seta). Por vezes, sobre esta porgdo da aorta,
encontra-se um pequeno ganglio — ganglio pré-adrtico
(Fig. 19, seta). A partir desta regido, o colector linfatico
principal direito alcanca também o ganglio de Drinker,
situado entre a veia cava superior e o tronco arterial
braquio-cefalico (Fig. 20, seta).
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Fig. 19 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.

Fig. 20 — Linfaticos sub-epicardicos ventriculares do céo.
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RESUMO

Os AA. estudaram os linfaticos sub-epicardicos ven-
triculares, em 25 coracdes de Céo.

Apobs injeccdo sub-epicardica de diferentes zonas
ventriculares «in vivo», ou nas primeiras 24 horas apés
a morte do animal, de uma solucdo pirogénica de azul
de Evans a 1%, verificaram a existéncia de urna densa rede,
constituida por capilares linfaticos, que convergiam para
vasos linfaticos de drenagem. Ao nivel da ponta, as
redes sdo muito finas e cerradas, mas & medida que se vai
subindo o nivel da injecgdo, estas malhas vdo-se tornando
mais largas.

Os troncos linfaticos de drenagem sub-epicardica
foram classificados em trés grupos: os de l.a ordem,
resultantes da convergéncia de capilares linfaticos, os de
2.a ordem, da convergéncia de vasos de l.a ordem, aca-
bando por sua vez por constituir os de 3.a ordem e 0s
colectores linfaticos principais. Os troncos de 3.a ordem
sdo caracterizados por calibre relativamente desenvolvido
e constancia de localizacdo. Sdo descritos como cons-
tantes os troncos interventriculares anteriores, interven-
tricular posterior, marginal esquerdo e circunflexo. Des-
creveram ainda como constante e importante o tronco
ventricular antero-esquerdo.

Alguns dos troncos de 2.aou de 3.aordem apresentam
ganglios intercalares.

Contra a opinido de alguns autores, verificaram 0s
AA. que a linfa cardiaca é drenada sistematicamente por
2 colectores linfaticos principais, esquerdo e direito.

O colector linfatico principal esquerdo, durante o seu
trajecto, ao nivel da artéria pulmonar, pode apresentar
0 ganglio da artéria pulmonar e acaba por terminar em
ganglios para-traqueais; destes podem partir colectores
que alcancam o ganglio de D rinker, situado entre a veia
cava superior e o tronco arterial braquio-cefalico.

N 7



28

O colector linfatico principal direito pode alcancar
0 ganglio pré-aodrtico, ao nivel do flanco anterior ou direito
da porgdo ascendente da crossa da aorta, e a partir deste
ganglio a linfa atinge habitualmente também o referido
ganglio de Drinker.

résumé

Les AA. ont étudié les vaisseaux lymphatiques sous-
-epicardiques ventriculaires chez 25 coeurs de chien.
L’injection a été effectuée «in vivo» or dans les 24 heures
apres la mort des animaux, en utilisant une solution apy-
rogenique de bleu d’Evans a 1%.

Apres I’injection sous-épicardique des differentes zones
ventriculaires, ils ont vu un réseau dense constitué par des
capillaires lymphatiques, qui se terminent dans les vaisseaux
lymphatiques. Vers la pointe du coeur les réseaux sont
tres fins et serrés, mais quand on injecte prés la base, les
mailles sont de plus en plus larges.

Les troncs lymphatiques collecteurs sous-épicardiques
ont été classés en trois groupes: les vaisseaux de l.iere
ordre résultants de la convergence des capillaires lympha-
tiques; ceux de 2.iéme ordre résultants de la convergence
des vaisseaux de liere ordre et qui se terminent aux vais-
eaux de 3iéme ordre et finalement aux troncs collecteurs
principaux.

Les vaisseaux de 3ieme. ordre ont un certain calibre
et une situation constante. Les AA. considérent constants
les troncs interventriculaires antérieures, interventriculaire
postérieur, marginal gauche et circonflexe.

Ils consideérent aussi tres important et constant le
tronc ventriculaire antero-gauche.

Maigre [I’opinion de quelques auteurs, ils pensent
que la lymphe cardiaque est drainé systématiquement par
deux troncs collecteurs lymphatiques principaux.

Le tronc collecteur gauche, qui peut montrer sur son
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trajet un ganglion de I’artére pulmonaire, se termine aux
ganglions para-tracheaux d’ou les collecteurs partent vers
le ganglion de Drinker, situé entre la veine cave supé-
rieure et le tronc artériel brachio-céphalique.

Le tronc collecteur principal droit peut atteindre le
ganglion pré-aortiqgue au flanc antérieur ou droit de la
portion ascendente de la crosse aortique et d’ici la lymphe
atteint normalement le ganglion de D rinker.

summary

The Authors studied the subepicardial ventricular
lymphatic vessels in 25 hearts of the dog.

The injection was performed «in vivo» and also
in the first 24 hours after death. An 1% apyrogenic
solution of Evans blue at was used.

After the subepicardial injection of every ventricular
zone, we observed a very dense net of lymphatic capilaries
converging to the lymphatic vessels.

Near the apex, the nets have very thin and tight
meshes but as we inject zones nearer the basis we
observe that these meshes became larger.

The subepicardial lymphatic trunks were classified in
three groups: 1st. order resulting from the convergence
of the lymphatic capilaries; 2nd. order resulting from the
junction of the 1st. order vessels and 3rd. order the vessels
resulting from the 2rd order ones and at last the principal
lymphatic collectors.

The 3rd. order vessels have a great calibre and their
localization is constant.

The anterior interventricular trunks, the posterior
interventricular, the left marginal and the circunflex trunks
are described as constant.

It is also described as constant and very important
the anterior left ventricular trunk. Some of the 2nd and
3rd order vessels have some intercalar nodes.

N7
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Disagreeing with the opinion of some authors, we
observed that the cardiac lymph is drained as a rule by
two main lymphatic collectors. The main left lymphatic
trunk ends in the paratrachéal nodes and near the pul-
monary artery we can sometimes find the node of the
pulmonary artery; the paratrachéal nodes can origin
trunks going to the node of b rinker, Situated between
the superior caval vein and the brachiocephalic arterial
trunk.

The main right lymphatic collector can join the
preaortic node, near the anterior or right border of the
ascendant aorta and from this node the lymph goes to
the node of D rinker.

Trabalho do Instituto de Anatomia da
Faculdade de Medicina da Universidade de
Lisbhoa (Dir.: Prof. A. dos Santos Fer-
reira) € do Instituto de Anatomia da Facul-
dade de Medicina da Universidade do Porto
(Dir.: Prof. Abel Sampaio Tavares).
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ESTUDO DO CRESCIMENTO POS-NATAL
DO ARCO DENTARIO DO RATO,
APOS A ADMINISTRACAO DA HIDROCORTISONA

POR

SALUA lucif, Ruberval A. Lopes e Reinaldo Azoubel *

INTRODUCAO

Uma dose suficientemente grande de cortisona produz
inibicdo ou retardamento no desenvolvimento do tecido
6sseo (Follis, 1951; Cavallero, Bertazzoli, Rossi
e Scala, 1951; Sissons € Hadfield, 1955; Storey, 1957,
1960, 1961; Stafne e Lovestedt, 1960; Bernick e
Ershoff, 1963; Hulthe Olerud, 1963; Mannhart, 1970).
Tanto em animais como na espécie humana, a cortisona
conduz a um aumento da reabsor¢do Ossea (Hulth
e Olerud, 1963).

Existem dados contraditérios quanto a accdo da
cortisona ou da hidrocortisona no crescimento das dimen-

* Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Brasil.
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sbes cranio-faciais, do neuro-cranio e da face propria-
mente dita. Alguns autores (Che-Kuo e Johannessen, 1970;
Leroy € Domm, 1951; Moss, 1955; Davidovitch e Johan-
nessen, 1964; Johannessen, D avidovitch e Blackey, 1966)
observaram reducgdes nas dimensdes cranio-faciais e/ou
nas dimensGes neuro-crénicas, em ratos tratados com
cortisona. Observaram-se redugGes em certas porgoes
dos ossos faciais de ratos (Leroy € Domm, 1951; Bla-
ckey € Johannessen, 1964; Zipkin, Bernick e Men-
czel, 1965; Rocca, 1967), camundongo (Glickman,
Stone e Chawla, 1953) e coelhos (Storey, 1958). Entre-
tanto, verificou-se aumento do crescimento do osso alveo-
lar em ratos sob accdo da cortisona (Goldsmith e
Stahl, 1953; Goldsmith e Ross, 1956).

Também sdo contraditérios os dados referentes
a acdo da cortisona durante os periodos de formagéo
e crescimento do tecido dentario. Enquanto para Gol-
dsmith e Ross (1954), estudando os incisivos de fetos e de
ratos recém-nascidos, e Anneroth e Bloom (1966),
estudando os incisivos de ratos adultos, a cortisona seria
responsavel pelo aumento na deposi¢do dentinaria, para
Johannessen (1964, 1965), estudando os molares de ratos
apoés o 21.° dia de vida p6s-natal, e Russo (1966), estudando
0s molares de ratos recém-nascidos, a cortisona teria acao
de diminuir a deposicdo dentinéria.

Tendo-se em vista a falta de um estudo sistematico
de crescimento das dimensdes das regides incisivas e molar
no rato submetido & acdo da hidrocortisona, durante os
30 primeiros dias de vida pds-natal, procurou-se neste
trabalho analisar alguns aspectos do crescimento das
citadas regides, empregando-se a relacdo alométrica.



MATERIAL E METODOS
1 Material

Foram utilizados 181 ratos (Rattus norvergicus albinus,
Wistar), obtidos do Biotério da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, divididos em dois grupos:

Grupo | (Injetados): 99 ratos, com pesos variavel
de 6,0 a 44,0 g, os quais receberam uma Unica injeccdo
subcuténea de 0,5 mg de acetato de hidrocortisona (Sus-
pensdo injetavel de hidrocortisona a 2,5 % — Laboratério
Silva Araujo — Russel S/A) em 0,1 ml de &gua destilada,
logo ap6s o nascimento.

Grupo Il (Controles): 82 ratos com pesos variavel
de 6,0 a 64,5 g, os quais receberam uma Unica injeccdo
subcutanea de salina no mesmo volume estabelecido para
0 Grupo I

Ambos os grupos foram mantidos em ninhadas de
7 filhotes.  As ratas receberam &gua e racdo «ad libitums.

Apo6s decorridas as 24 horas da aplicagdo da injeccao
de acetato de hidrocortisona, para o Grupo | e de salina
para o Grupo Il, diariamente eram sacrificados um animal
tratado e um animal controle da mesma idade, até o 30.° dia
de vida pos-natal.

Os animais anestesiados pelo éter, apds pesagem, eram
decapitados, sendo as cabecas imersas em Alfac (&lcool 80 %
— 85 ml; formalina— 10 ml e &cido acético —5 ml).

2. Técnica de dissecacao e pontos de reparo para as medidas
craniométricas

Apoés a fixacdo, as cabegas eram dissecadas sob lupa
(2x), e as mandibulas desarticuladas e separadas uma da
outra na linha mediana, aproveitando-se a do lado esquerdo
para este estudo.

N 8
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As medidas foram tomadas com paquimetro, com
precisdo de 0,1 mm, compreendendo as seguintes distan-
cias (Fig. 1):

a) entre o ponto mediano da borda nasal e a protu-

berancia occipital externa — comprimento total do cranio;

Fig. 1— Esquema do cranio do rato, visto de perfi. A = comprimento total do
crénio; B-B’ = diastema superior e inferior; C-C = comprimento da regido dos
molares superior e inferior.

b) da face distal do dente incisivo a face mesial do
primeiro molar. A esta distdncia chamaremos de diastema
superior e diastema inferior, quando compreender o arco
dentario superior e inferior respectivamente. A medida
do diastema inferior foi tomada sem levar-se em considera-
¢éo a curvatura apresentada, procurando-se apenas a menor
distancia entre os pontos escolhidos;

c) da fase mesial do primeiro molar a face distal do
terceiro molar — comprimento da regido do molar superior



e da regido do molar inferior, quando compreender o arco
dentario superior e inferior respectivamente.

Em créanios cujos terceiros molares ainda ndo haviam
irrompido, tomava-se como referéncia a presenca do
2.° molar. Para isso, expunha-se o referido germe dental,
retirando-se a mucosa que o cobria.

Ap0s a tomada dessas medidas, os valores eram trans-
formados em logaritmos e projetados em graficos, tendo-se
como abcissas os logs. do comprimento total do cranio
e, em ordenadas, os logs. dos diastemas superior e inferior,
e dos comprimentos dos molares superior e inferior.

3. Técnica estatistica

Apobs a projecdo dos dados experimentais em escala
logaritmica dupla, analisamos a curva de crescimento
visando a verificagdo da possivel existéncia de uma relacao
alométrica simples, isto ¢, uma relacdo adequadamente
representada por uma unica reta, durante todo o periodo
estudado. Quando tal fato ndo ocorria, dividiamos
a curva de crescimento nas etapas que julgdvamos existir.

Com base nesta primeira analise da projecdo gréfica,
calculavamos os trés pardmetros estatisticos (coeficiente
de alometria, teste de linearidade e os limites do intervalo
de confianca para k) para cada etapa de desenvolvimento.

Dentre as varias técnicas de analise de regressdo a duas
variaveis aleatorias, escolheu-se a de Wald (1940), modi-
ficada por Bartlett (1949), e preconizada por Cruz (1962)
e Cruz e Lison (1963).



RESULTADOS

1 Crescimento alométrico do comprimento do cranio,
em funcdo do peso corporal dos ratos-controle e inje-
tados com hidrocortisona

Na Figura 2 encontra-se a projecdo dos logaritmos
das médias dos valores do comprimento do cranio, em

Log PESO CORPORAL

Fig. 2— Projecdo logaritmica do comprimento do cranio, em funcdo do peso
corporal, em ratos controle (0) e injetados com hidrocortisona (¢2\)

funcdo do logaritmo do peso corporal do animal controle
e do animal injetado.

O exame dessa projecdo grafica sugere que se trata
de uma relagdo simples de alometria, com valores seme-
Ihantes para os dois grupos estudados (k = 0,306 para
o rato-controle e 0,330 para o rato injetado). Essa seme-
Ihanca dos valores de k (0,3) mostrou-se menor que 1,
0 que indica um aumento do comprimento do cranio
proporcionalmente menor que o do peso corporal, para
os dois grupos experimentais e durante todo o periodo
de vida estudado.



2. Crescimento alométrico das dimensdes dos arcos den-
tarios, no rato-controle.

a) Crescimento alométrico do diastema superior, em
funcdo do crescimento do cranio.

Durante todo o desenvolvimento poés-natal, no rato-
-controle existe relacdo alométrica simples entre o diastema

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 3— Linhas de regressdo a duas variaveis aleatérias. Projecdo logaritmica
do diastema superior, em funcdo do comprimento do cranio, no rato normal.
Cada ponto corresponde aos dados experimentais, do rato controle.

superior e o comprimento do cranio (Fig. 3). O valor do
coeficiente de alometria k apresenta-se constante e maior
que a unidade (Tabela I). Os resultados expostos revelam
que o crescimento do diastema superior é porporcional-
mente maior que o do cranio.



b) Crescimento alométrico do diastema inferior, em
fungdo do crescimento do crénio

Durante o desenvolvimento pos-natal do rato normal,
0 crescimento do diastema inferior, em funcdo do cres-
cimento' do crénio, é caracterizado por uma relacdo de

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 4 — Linhas de regressdo a duas varidveis aleatérias. Proje¢do logaritmica
dé comprimento do diastema inferior, em funcdo do comprimento do cranio, no
rato normal. Cada ponto corresponde aos dados experimentais do rato controle.

alometria simples, adequadamente representada por uma
linha reta (Fig. 4).

O exame da figura 4 e da tabela | revela que a taxa
de crescimento do diastema inferior pode ser considerada
proporcional ao crescimento do cranio, pois o valor de



k é isométrico. O valor de t, para o teste de linearidade,
permite aceitar essa hipotese, tanto para o diastema supe-
rior como para o inferior (Tabela 1I).

TABELA 1

CRESCIMENTO ALOMETRICO DO DIASTEMA SUPERIOR E DO DIASTEMA INFERIOR, NO RATO
NORMAL. VALORES DE k, LIMITES DOS INTERVALOS DE CONFIANCA PARA k E TESTE
DE LINEARIDADE

~ LIMITES DOS INTERVALOS TESTE DE LINEARI-
DIMENSOES VALOR DE k

DE CONFIANGA PARA k DADE P = 0,05
Diastema
Superior 1,346 1,276— 1,415 0,0285
Diastema
Inferior 0,996 0,932 — 1,061 0,0370

c) Crescimento alométrico das regiGes molares superior
e inferior, em fungcdo do crescimento do cranio.

Pelo fato de o comportamento da relacdo molar
superior / comprimento do crénio apresentar-se semelhante
ao da relacdo molar inferior / comprimento do crénio,
essas relagfes serdo descritas em um parégrafo.

O comprimento da regido dos molares superior e infe-
rior é do tipo alométrico. O exame das figuras 5 e 6 mos-
tra que é possivel aceitar duas etapas de desenvolvimento
durante o crescimento das dimensbes estudadas. Uma
primeira etapa, que se estende desde o nascimento até
0 15.° dia de vida, e corresponde, no eixo das abcissas,
aproximadamente ao valor 145 Uma segunda etapa,

N 8
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a partir desse ponto, estende-se até o animal atingir o
30.° dia de vida pos-natal.

As duas etapas de desenvolvimento sdo separadas
por um ponto critico, momento em que ha uma modifi-
cacdo brusca do valor do coeficiente de alometria para as

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 5— Linhas de regressdo a duas varidveis aleatérias. Projecdo logaritmica
das dimensfes do molar superior, em funcdo do comprimento do crénio. Cada
ponto corresponde aos dados experimentais do rato controle.

relacbes molar superior / comprimento do cranio e molar
inferior / comprimento do crénio.

A primeira e a segunda etapas de desenvolvimento,
para ambas as relagdes, sdo caracterizadas por uma rela-
cdo de alometria simples, representada para cada fase
por uma linha reta (Fig. 5 e 6). Os valores de t, para
o teste de linearidade, permite aceitar-se a validade de
uma relagdo linear entre as relagdes estudadas (Tabela II).



1

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 6 — Linhas de regressdo a duas variaveis aleatérias, calculadas pelo método

de Bartlett. Projecdo logaritmica das dimensdes do molar inferior, em funcéo

do comprimento do cranio. Cada ponto corresponde aos dados experimentais do
rato controle.

TABELA 11

CRESCIMENTO ALOMETRICO DOS MOLARES SUPERIOR E INFERIOR, NO RATO NORMAL.
VALORES DE K, LIMITES DOS INTERVALOS DE CONFIANGA PARA K E TESTE DE LINEARIDADE

TESTE DE
- LIMITES DOS INTERVALOS
DIMENSOES  FASES VALORES DE Kk LINEARIDADE
DE CONFIANGA PARA Kk

P = 0,05
Molar i.» 0,810 0,661 — 0,965 0,0269
Superior 2.» 0,349 0,178 — 0,545 0,0415
Molar 1.» 0,924 0,734 — 1,132 0,0966
Inferior 2.» 0,349 0,189 — 0,509 0,1906

N 8
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O exame da tabela Il e a comparagdo dos limites dos
intervalos de confianga para k revelam que as taxas de
crescimento das dimensdes dos molares superior e inferior,
durante a primeira etapa, podem ser considerados iguais.
S&o menores que a unidade (k = 0,810 e 0,924), o que
indica, nessa fase de desenvolvimento, um aumento do
crescimento das dimensGes dos molares relativamente
menor do que o crescimento do cranio.

A partir desse momento (15.° dia), as relagdes molar
superior / comprimento do crénio e molar inferior / com-
primento do crénio, modificam-se, apresentando um valor
de k menor que o da primeira etapa (k = 0,349 para ambas
as relacbes — Tabela II). Isto significa que, apds a modi-
ficacdo observada por volta do 15.° dia de vida, a taxa de
crescimento das dimensdes dos molares decresce progres-
sivamente.

3. Crescimento alométrico das dimensdes dos arcos den-
tarios, no rato submetido & accdo da hidrocortisona.

a) Crescimento alométrico do diastema superior, em
funcdo do crescimento do cranio.

Na figura 7 encontra-se a projecdo grafica dos loga-
ritmos da relagdo diastema superior, em funcdo do cres-
cimento do crénio, no rato, apdés a administracdo da
hidrocortisona.

O exame dessa figura sugere, em primeiro lugar, uma
modificacdo da inclinagdo da reta de alometria. Essa
modificacdo situa-se aproximadamente a altura do valor
1,30 do eixo das abcissas. Além desse fato, que caracte-
riza a existéncia de um ponto critico durante o desenvol-
vimento do animal, em torno do 10.° dia de vida, momento
esse em que se da a modificacdo do coeficiente de alome-
tria k, outro fato chama a atengdo. Assim, entre 0s
valores 1,10 e 1,30 (primeira etapa) para o log. do com-
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primento do cranio, essa primeira etapa é caracterizada
por um grupo de valores dispersos.

Com a finalidade de obter informagbes referentes
a ordem de grandeza da variagdo da taxa de crescimento do

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 7— Linhas de regressdo a duas varidveis aleatérias, calculada pelo método

de Bartlett. Projecdo logaritmica do diastema superior, em funcdo do compri-

mento do cranio, no rato sob a a¢do da hidrocortisona. Cada ponto corresponde
aos dados experimentais do rato injetado.

diastema superior, em funcdo do crescimento do crénio,
calculou-se somente o valor de k para a primeira etapa,
pois a dispersdo dos dados torna dificil a comparagédo entre
as duas curvas de crescimento da mesma relagdo (regiéo
incisiva) pela comparacdo dos seus intervalos de confianca.
N 8
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Para a primeira etapa do desenvolvimento, o valor
de k apresentou-se menor que 1, o que indica que o aumento
da taxa de crescimento do diastema superior é relativamente
menor que o crescimento no cranio; para a segunda etapa,
0 inverso ocorre, pois o valor de k mostrou-se elevado
ou seja, maior que a unidade (Tabela Ill). Essa fase se
caracteriza por uma relagdo de alometria simples, adequa-
damente representada por urna reta. O valor de t, para
o teste de linearidade, (segunda fase) permite aceitar essa
hipotese (Tabela I1I).

TABELA 1l

CRESCIMENTO ALOMETRICO DOS DIASTEMAS SUPERIOR E INFERIOR, NO RATO SOB A AGAO
DA HIDROCORTISONA. VALORES DE k, LIMITES DOS INTERVALOS DE CONFIANCA PARA k
E TESTE DE LINEARIDADE

TESTE DE
~ LIMITES DOS INTERVALOS
DIMENSOES  FASES VALORES DE k LINEARIDADE
DE CONFIANCA PARA k

p = 0,05
Diastema 1.» 0,617 0,217 — 1,045
Superior 2.a 1,277 1,156 — 1,397 0,2253
Diastema 1.» 0,483 0,137 — 0,829
Inferior 2.a 0,833 0,712 — 0,952 0,0817

b) Crescimento alométrico do diastema inferior, em
funcdo do crescimento do créanio.

O exame da figura 8 leva a admitir, para o crescimento
do diastema inferior, em funcdo do crescimento do créa-
nio, as mesmas conclusGes observadas para a relacdo dias-
tema superior / comprimento do cranio. Para a primeira
etapa, o valor de k mostrou-se semelhante ao do diastema
superior, e para a segunda etapa, menor (Tabela IlI).
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O exame das figuras 7 e 8 mostra que nao € possivel
aceitar a existéncia de uma relacdo linear para as relagdes
diastema superior / comprimento do cranio e diastema
inferior / comprimento do crénio, durante a primeira etapa
do desenvolvimento, o que levou & ndo execugdo do teste
de t.

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 8— Linhas de regressdo a duas variaveis aleatérias. Projecdo logaritmica

do diastema inferior, em funcdo do crescimento do cranio, no rato submetido a

acdo da hidrocortisona. Cada ponto corresponde aos dados experimentais do
rato injetado.

c) Crescimento alométrico das regides molares superior
e inferior, em funcdo do crescimento do cranio.

Pelo fato de as relagbes molar superior / comprimento
do cranio e molar inferior / comprimento do créanio se
apresentarem semelhantes, serdo descritas em um mesmo
paragrafo.

N 8
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O exame das figuras 9 e 10 mostra, em primeiro lugar,
que o crescimento das regides dos molares € do tipo alo-
métrico e que apresenta duas etapas de desenvolvimento
durante o periodo estudado.

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 9 — Projecdo logaritmica das relagdes molar superior/comprimento do cranio,
em rato injetado com hidrocortisona. Os pontos correspondem aos dados experi-
mentais. Linhas de regressdo calculadas pelo método de Bartlett.

Uma primeira etapa de desenvolvimento estende-se
desde o nascimento do animal até este atingir aproximada-
mente o 10.° dia de vida po6s-natal, (mais precoce que o do
rato-controle), correspondendo, no eixo das abcissas,
aproximadamente ao valor 1,30. Uma segunda etapa,
a partir desse ponto, estende-se até o 30° dia de vida.

As duas etapas de desenvolvimento sdo separadas por
um ponto critico, momento em que se da uma modificagdo
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brusca do valor do coeficiente de alometria (k = 1,035
e 0,454 para o molar superior, e 1,084 e 0,586 para o molar
inferior).

Pelo exame da tabela IV, e feita a comparacdo dos
limites dos intervalos de confianga, verifica-se que as taxas

Log COMPRIMENTO CRANIO

Fig. 10 — Projecdo logaritmica da relagdo molar inferior/comprimento do cranio,

no rato sob a agdo da hidrocortisona. Os pontos correspondem aos dados expe-

rimentais do rato injetado. Linhas de regressdo calculadas pelo método de
Bartlett.

de crescimento do molar superior, durante todo o periodo
estudado pode ser considerada semelhante a do molar
inferior. Para a primeira etapa, os valores de k sé&o
maiores que a unidade, o que indica, nessa fase do desen-
volvimento, um aumento das dimensdes das regifes dos
molares, relativamente maior que o do crénio. Nessa
etapa, estdo compreendidos os animais desde o nascimento
até aproximadamente os 10 primeiros dias de vida pos-
N 8
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-natal. A partir desse momento, os valores de k para
os molares superior e inferior mostram-se menores que 1,
significando isto que a taxa de crescimento, para ambas as
dimensbes estudadas, decresce progressivamente.

TABELA IV

CRESCIMENTO ALOMETRICO DOS MOLARES SUPERIOR E INFERIOR, NO RATO INJETADO
COM HIDROCORTISONA. VALORES DE k, LIMITES DOS INTERVALOS DE CONFIANCA
PARA k E TESTE DE LINEARIDADE

TESTE DE
~ LIMITES DOS INTERVALOS
DIMENSOES  FASES VALORES DE k LINEARIDADE
DE CONFIANCA PARA K

P= 0,05
Molar i.a 1,035 0,702— 1,406 0,1027
Superior 2.a 0,454 0,338 — 0,577 0,0209
Molar la 1,084 0,783 — 1,371 0,0437
Inferior 2.a 0,586 0,474 — 0,708 0,0102

DISCUSSAO

1 Influéncia da hidrocortisona no crescimento do
comprimento total do cranio.

Nao se observou modificacdo do valor de k para
a projecdo logaritmica da relagdo comprimento do crénio
/ peso corporal, a qual é adequadamente representada
por uma unica reta e com valor de k menor que 1(k = 0,3),
para ambos 0s grupos experimentais. Essa igualdade
da taxa de crescimento do cranio, entre os dois grupos
estudados, talvez possa estar correlacionada com os acha-
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dos de Moss (1955) em ratos recém-nascidos, de Johan-
nessen, Davidovitch e Blackey (1966), em ratos jovens
e de Che-Kuo e Johannessen (1970), em ratos adultos,
0s quais, em estudos do crescimento de diversas dimensoes
neuro-cranicas e cranio-faciais, observaram que as do
neuro-cranio (inclusive a do crescimento longitudinal
do cranio), eram as menos afetadas pela cortisona, em
relacdo as do crescimento longitudinal da base do créanio
e do segmento facial.

Analisando-se as curvas de projecdo do peso corporal,
em gramas e, do comprimento do cranio em milimetros,
em funcdo dos dias de vida pdés-natal, um fato chama
a atencdo: durante os primeiros nove dias de vida pos-
-natal, ambas as curvas do rato injetado apresentam um
peso corporal menor e um crescimento longitudinal do
crdnio menos rapido, quando comparadas com as do rato-
-controle. Uma explicacdo para essa observacdo talvez
deva estar relacionada com a «época de crise» do desen-
volvimento do rato (stress), ocasionada pela agdo do
glicocorticoide, que se faz sentir durante os primeiros
dez dias de vida pés-natal. Estudos posteriores sao neces-
sarios para confirmar essa hipdtese.

2. Padrdo de crescimento do arco dentario para o rato
controle.

a) Regido dos diastemas superior e inferior.

Para as relagbes diastema superior / comprimento do
cranio e diastema inferior / comprimento do cranio, os
resultados deste trabalho revelaram que a relagdo alomé-
trica é constante. Os valores de k para o diastema supe-
rior apresentaram-se maiores que a unidade (k = 1,346)
e para o diastema inferior, isométrico (k = 0,996).

Ao se comparar o crescimento de ambos os diastemas
(Tabela 1), verifica-se que, proporcionalmente, o diastema

N8
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superior cresce mais rapidamente. Portanto, desde o nas-
cimento, a relagdo entre diastema superior e inferior vai-se
alterando, o que leva progressivamente a predominancia
do diastema superior, até o fim do periodo estudado.
Uma explicacdo para esse fato encontra-se na influén-
cia exercida pelo dente incisivo no crescimento 0sseo,
a qual seria maior para o dente superior (IUCIF, 1962).

b) Regido dos molares superiores e inferiores.

Para as relagdes molar superior e molar inferior, em
funcdo do crescimento do cranio, observou-se que o cres-
cimento pos-natal é do tipo alométrico e se faz em duas
etapas de desenvolvimento, existindo um periodo critico
de desenvolvimento (interfase) em torno do 15.° dia de
vida pés-natal (IUCIF, 1962).

Em ambos os arcos dentarios, os valores do coeficiente
de alometria k, tanto para a primeira etapa como para
a segunda etapa, sdo menores que 1 (k = 0,810 e 0,349),
para o molar superior, e 0,924 e 0,349, para o molar infe-
rior) e, por conseguinte, o crescimento dos molares é pro-
porcionalmente menor que o crescimento do crénio.

As variacdes do valor do coeficiente de alometria,
durante o desenvolvimento ontogenético, tém grande
significacdo, pois caracterizam etapas evolutivas de desen-
volvimento. Encontrar as causas determinantes das modi-
ficacOes do valor do coeficiente de alometria, em um dado
momento, é caracterizar biologicamente uma interfase
(Levy, 1952) ou uma descontinuidade (Teissier, 1948).

Interfase ou descontinuidade constituem modificagcGes
dos valores do coeficiente de alometria k que ocorrem
durante periodos criticos do desenvolvimento do animal.
Acresce o fato de que uma descontinuidade, ou uma
interfase, ndo significa um salto, uma vez que ela, apesar
de ter essa aparéncia, faz parte de um processo lento,
continuo e € bruscamente surpreendida em alometria.



21

Experimentalmente, apenas se consegue estimar a época
aproximada do fenémeno e, muitas vezes, é dificil encon-
trar uma explicacdo razoavel para o fato.

Embora alguns autores neguem a existéncia da inter-
fase ou pontos criticos nos crescimentos alométricos,
argumentando que a natureza ndo dé saltos, modificagdes
do coeficiente de alometria sdo exemplos muito frequentes.
Trabalhos alométricos realizados neste Departamento
demonstraram que o 15.° dia de vida pds-natal representa,
para o rato, um momento critico do desenvolvimento do
animal (Cruz, 1962; lucif, 1962; Sesso, 1962; Sesso,
Cruz e Arruda Leite, 1962: Azoubel, 1964: Olivé-
rio, 1965; Vianna, 1966). Pericdos criticos de desenvol-
vimento ja foram descritos por Abeloos (1947), em gato,
Abeloos (1948) e lucif (1962) em camundongo, e Schu-
macher (1964 a, b) em hamster.

Outros estudos, de natureza fisioldgica, caracterizam
esse periodo. Assim, o horménio tireotropico aparece
no soro pela primeira vez, em ratos, ao redor do 11.°-
-12.° dia de vida pos-natal (Phillips e Gordon, 1955),
ocorrendo maior indice de fungdo entre o 12.°-15.° dia de
vida (Pnhillips e Piip, 1957). A refrigeracdo de ratos
jovens causa queda do teor de &cido ascorbico da supra-
renal apenas em animais que atingiram 16 ou mais dias
de idade (Jailer, 1950). Hipdfises desses animais, sacri-
ficados antes do 18.° dia de vida, ndo apresentam activi-
dade de Acth (Jailer, 1951); durante a primeira semana,
a hipofise do rato néo apresenta celulas eosinofilas,
responsaveis pela elaboracdo do horménio de crescimento,
aparecendo as primeiras ao redor do 8.° dia e em nimero
aprecidvel, apenas ao 15.° dia de vida (Sesso € Mugou-
cah, 1958). Estudos sobre a secre¢do pancreatica (Sesso,
1962) fornecem outros elementos para situar em torno
do 15.° dia de vida pds-natal do rato, 0 momento critico
do desenvolvimento.

No presente trabalho, a modificagdo do valor do coe-
ficiente de alometria k, relacionada com o periodo critico
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de desenvolvimento, ja bem caracterizado, ou seja, em
torno do 15.° dia de vida, na regido dos molares, talvez
pudesse ser explicada pela formacdo das raizes do molar,
que se inicia entre 0 14.° e 0o 16.° dia de vida pos-natal
(Schour e Massler, 1963).

Comparando-se os achados dos diastemas com o0s
dos molares, verifica-se que o crescimento do diastema
superior é, em funcdo do crescimento do cranio, mais
rapido que o do molar; o crescimento do diastema infe-
rior o é a partir do 15.° dia de vida.

Uma explicacdo razodvel para esse fato seria o fato
de que o crescimento do dente incisivo do rato se faz
segundo uma espiral logaritmica (Steadman e Schour,
1935; Herzberg € Schour, 1941; Wierda, 1942), € de
crescimento continuo, de forma e funcdes diferentes das
do dente molar.

3. Padrdo de crescimento do arco dentario do rato, ap6s
a administracdo da hidrocortisona.

a) Regido dos diastemas superior e inferior.

O aparecimento de um aglomerado de dados nas
dimensdes dos diastemas superior e inferior, durante os
dez primeiros dias de vida pos-natal do rato sob a accéo
da hidrocortisona, leva a aceitar a existéncia de uma inter-
fase (ponto 1,30 do eixo das abcissas — figuras 7 e 8),
caracterizando duas etapas de desenvolvimento. Esse
fato talvez possa ser explicado como o resultado da acéo
da hidrocortisona face as modificacbes de equilibrio fisio-
I6gico (stress), a que, por certo, o animal estd sujeito nos
primeiros dez dias de vida pos-natal. Esse achado tor-
na-se importante, porque o aparecimento de duas retas
alométricas para definir o comportamento do crescimento
6sseo na regido do diastema (incisiva) em rato injetado
com cortisona parece ndo ter sido ainda descrito em outros
estudos alométricos.
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Embora haja superposicdo dos limites dos intervalos
de confianga entre a primeira e a segunda etapas de desen-
volvimento para o diastema inferior (Tabela III), esses
resultados encontram justificativa na dispersdo dos dados,
0 que torna dificil uma comparacdo entre as duas curvas
de crescimento, por meio dos limites de seus intervalos
de confianca. O exame da figura 6 e os valores de k
(0,483 para o primeiro segmento, e 0,833 para o segundo),
sugerem que, apd6s a modificacdo observada por volta
do 10.° dia de vida, a taxa de crescimento do diastema
inferior, que era de 0,483, cresce progressivamente (0,833),
em relagdo ao crescimento do cranio. Sendo esse compor-
tamento semelhante ao observado para o diastema supe-
rior: 0,617 para o primeiro segmento, e 1,277 para o
segundo (Tabela I11) — parece l6gico admitir que as taxas
de crescimento dos diastemas superior e inferior, em cada
etapa do desenvolvimento, sdo diferentes.

Assim é que, para a primeira etapa de desenvolvimento
o valor de k mostrou-se menor que a unidade, para ambos
os diastemas, e semelhantes entre si; para a segunda etapa
de desenvolvimento, apresentou-se maior que a unidade,
para o diastema superior, e menor que 1, para o diastema
inferior. Portanto, do nascimento até o 10.° dia de vida
do animal, aproximadamente, a taxa de crescimento entre
os diastemas superior e inferior sdo semelhantes; porém,
a medida que o animal cresce, ou seja, ap6s o 10.° dia de
vida, a taxa de crescimento vai se alterando, o que leva
a predominéncia do diastema superior.

b) Regido dos molares superiores e inferiores.

Apo6s o tratamento com hidrocortisona (0,5 mg ao
nascimento), o crescimento da regido dos molares superior
e inferior, em fungdo do crescimento do cranio, se pro-
cessa em duas etapas de desenvolvimento. O periodo
critico de desenvolvimento, caracterizado por modificacdo
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brusca do coeficiente de alometria k, situa-se em torno
do 10.° dia de vida pds-natal, mais precoce, portanto,
que o observado para o rato normal. Durante a primeira
etapa, o crescimento dos molares é proporcionalmente
maior (k = 1,035 e 1,084) que o crescimento do cranio;
ap6s o 10.° dia de vida, o inverso acontece em ambos 0s
arcos (k = 0,454 e 0,586).

Outros estudos alométricos, em ratos, caracterizaram
essa antecipacdo do periodo critico de desenvolvimento
em torno de 10.° dia de vida: lucif (1965), em estudos
sobre o crescimento da adrenal em ratos castrados; lucif
e Lopes (1973), em testiculos sob a acdo da hidrocor-
tisona; Lopes, Valeri, Azoubel, lucif e Campos (1974),
em crescimento de testiculos de ratos sob a acdo da
hipervitaminose A ; Lopes, Valeri, lucif, Azoubel e Cam-
pos (1974), em rim de rato submetido a acdo da hiper-
vitaminosa A; e Souza, Azoubel, lucif e Lopes (1974),
em cerebro de ratos sob a acdo da hipervitaminose A.

Ao se comparar o crescimento dos molares superior
e inferior, em ambos os grupos estudados, verifica-se por
meio dos limites dos seus intervalos de confianca (Tabela IV
que sdo semelhantes entre si, nas duas etapas evolutivas.

Uma explicagdo para essa antecipagdo do ponto
critico de desenvolvimento na regido dos molares, e seu
aparecimento na regido dos diastemas, talvez se encontre
na influéncia exercida pela hidrocortisona no tecido 6sseo
e/ou no dentario.

De fato, se a reabsor¢cdo remodeladora, bem como
a aposicdo, estdo sempre presentes no tecido ésseo ou
dentario, uma dose suficientemente alta de um glicocor-
ticoide poderia alterar o ritmo de crescimento do 6rgéo
estudado. Sendo vejamos:

1) para Follis (1951), Sissons e Hadfield (1955),
Storey (1957, 1960, 1961), e Hulth e Westerborn (1963),
a cortisona tem um efeito marcante no crescimento do
tecido 0Gsseo. Follis (1955), encontrou em tibias de
ratos jovens, que receberam doses varidveis de cortisona,
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uma densa zona composta de espiculas de matriz carti-
laginosa calcificada, encaixada em o0sso, e verificou que
a largura dessa zona estava relacionada com a duracédo do
hormdnio, constituindo-se em um distdrbio da atividade
osteolitica normal. Cavallero, Bertazzoli, Rossi €
Sala (1951) observaram alteracGes histoldégicas em 0ssos
longos de ratos submetidos a acdo da cortisona: estrei-
tamento das laminas epifisidrias, encurtamento das colu-
nas das células cartilaginosas e reducdo no numero das
trabéculas da metafise. Em ratos e coelhos, Sissons
e Hadfield (1955) observaram retardamento do cresci-
mento longitudinal dos ossos longos e mudancas estru-
turais nas laminas epifisiérias e nas trabéculas da metéfise,
quando esses animais recebiam cortisona. Uma dose
suficientemente alta de cortisona produz uma diminuicdo
ou uma inibicdo dos crescimentos aposicional e endocon-
dral (Hulth e Olerud, 1963). Na metafise do rato
submetido a acdo da cortisona, aparece 0 0ss0 denso
(Follis, 1951; Storey, 1960), que consiste, segundo esses
autores, de condrdcitos da matriz cartilaginosa minera-
lizada e ndo reabsorvida, e de osso lamelar superabun-
dante. Storey (1960) mostrou que 0 0sso denso aparece
quando o rato recebe alta dieta balanceada de célcio
e fésforo. Na maioria dos animais e mesmo na espécie
humana, a cortisona também produz aumento da rea-
bsor¢do osteoclastica, bem como reabsor¢cdo em torno
dos canais vasculares do 0sso (Hulth e Olerud, 1963;
Storey, 1961). Em ratos tratados com hidrocortisona,
Bernick e Zipkin (1967) verificaram uma redugdo da
cartilagem nas epifises dos ossos longos, associada a uma
diminuicdo em numero e tamanho das células, nas zonas
de proliferacdo e hipertréfica. Manhart (1970), em ratos
sob o efeito da cortisona, mostrou, na cartilagem de con-
jugacdo, inibicdo na proliferagdo das células e contragdo
da substancia intercelular;

2) ratos recém-nascidos, cujas maes receberam
tisona, apresentaram aos Raios X menor grau de calci-
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ficacdo nos 0ssos cranicos, em relacdo ao dos ratos-con-
trole (Domm e Leroy, 1951). Moss (1955), em ratos
recém-nascidos, tratados com cortisona no dia do nas-
cimento e, subseqientemente, no 2.°, 4.° e 6.° dia de vida,
sacrificando-os no 15.° dia de vida, observou reducédo nas
dimensdes cranio-faciais e neuro-cranicas, sendo o com-
primento do segmento facial e a altura do ramo da man-
dibula proporcionalmente mais afetados que o neuro-
-cranio. Domm e Leroy (1955), em ratos cujas maées
receberam cortisona, e Leroy € Domm (1955), em ratos
injetados apos o nascimento observaram um retardamento
do desenvolvimento dos ossos faciais e atrofia dos tecidos
gengivais. Em ratos jovens, a cortisona reduz as dimen-
s0es de todo o esqueleto facial (Davidovitch e Johan-
nessen, 1964) e as dimensdes cranio-faciais (Johannessen,
Davidovitch e Blackey, 1966). Em estudo sobre o cres-
cimento do cranio, Che-Kuo e Johannessen (1970) reve-
laram que o crescimento longitudinal da base do créanio
é o mais afetado pela cortisona;

3 Leroy e Domm (1951) observaram que altas doses
de cortisona, em ratos jovens, provocavam irregularidades
no crescimento dos ossos maxilares, com ma formacao dos
dentes incisivos. Domm e Leroy (1955), em ratos durante
a gestacdo e em ratos recém-nascidos (Leroy e Domm, 1955)
tratados com cortisona, observaram reducdo dos 0Ss0s
maxilares. Glickman, Stone € Chawla (1953) mostra-
ram que o tratamento com cortisona em camundongos
provocava redugdo em altura do osso alveolar, osteoporose
e diminuicdo em quantidade da matriz ostedide. Rea-
bsor¢do do o0sso pre-maxilar e inibicdo do novo 0sso em
formacdo foram observados por Storey (1958), em coe-
lhos. Zipkin, Bernick e Menczel (1965) verificaram
marcada perda dssea na crista alveolar em ratos tratados
com hidrocortisona. Blackey e Johannessen (1964), em
ratos, apés o 21.° dia de vida, encontraram reducdo nas
dimensoes do diastema inferior. Em ratos recém-nascidos,
com doses diarias de hidrocortisona, por periodos de
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5 a 10 dias; Rocca (1967) revelou redugcdo no desenvol-
vimento do processo condilar da mandibula e inibigdo
da condrogénese e tendéncia a rarefacdo dOssea. Sakima
(1973), em camundongos sacrificados no 23.° dia apos
0 acasalamento, e no 5.° dia de vida pds-natal, obser-
VOu que O acetato de cortisona, injetado nas maées,
provocou, no processo condilar da mandibula, dimi-
nuicdo do ndmero de célelulas nas zonas cartilaginosas
de repouso e de multiplicagdo e um amadurecimento mais
rapido dos condrocitos, dificultando a evolucdo normal
do processo de ossificagéo.

Entretanto, Goldsmith e Stahl (1953) observaram,
em ratos tratados com cortisona, aumento da quantidade
do osso alveolar e marcada diminuicéo dos espagos medu-
lares. Gosdsmith e Ross (1956), em ratos recém-nascidos,
revelaram aumento do crescimento do o0sso alveolar
e desarranjo das fibras do ligamento periodontal, apos
administracdo diaria de cortisona;

4) alteracdes semelhantes as provocadas pelos glico-
corticoides no tecido dsseo podem ocorrer também no
tecido dentario, durante os periodos de formacdo e de
crescimento. Johannessen (1964), em ratos entre o 21.°
e 0 41.° dia de vida pos-natal, verificou, por meio de men-
suracBes, diminuicdo na deposi¢do dentinaria, especial-
mente na superficie oclusal da camara pulpar do primeiro
molar inferior, quando os animais recebiam injecOes de
cortisona. Ratos com 21 dias, tratados com cortisona
por um periodo de 20 dias, mostraram que, em um estudo
histolégico quantitativo, havia diminuicdo da dentino-
génese no primeiro molar inferior (Johannessen, 1965).
Russo (1966), usando métodos histolégicos quantitativos,
observou, em germes dentais dos primeiros molares infe-
riores de ratos recém-nascidos, sob o efeito da hidrocor-
tisona, deficiéncia da deposicdo e calcificagdo da matriz
dentindria. Russo e Hadler (1973), em ratos recém-nasci-
dos, apols injecdes diarias de hidrocortisona durante
5 e 10 dias, observaram, por meio de mensuragOes feitas
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em projeccOes de cortes do primeiro molar inferior, redugéo
no desenvolvimento dentinario, por deficiéncia de depo-
sicdo de matriz e de sua mineralizagéo.

No entanto, Goldsmith e Ross (1954) mostraram,
em ratos recém-nascidos tratados com cortisona, reducéo
dos tecidos conjuntivos peridentais e aceleragdo da ame-
logénese e dontogénese. Em incisivos de fetos de ratas
sob a acdo da cortisona, verificaram desenvolvimento
precoce do dente, acompanhado do aumento do RNA
citoplasmatico dos odontoblastos e aumento do glicogénio
da papila dental (Goldsmith e Ross, 1956); em ratos
recém-nascidos, tratados com cortisona durante 10 dias,
esses mesmos autores observaram aumento na deposicao
dentinaria do dente incisivo e desorganizacdo no arranja-
mento das fibras do ligamento peridental. Em incisivos
de ratos adultos, tratados com cortisona, Anneroth
e Bloom (1966) mostraram calcificacdo precoce da pre-
dentina, calcificagdo do tecido conjuntivo pulpar, desor-
ganizacdo da camada dos odontoblastos e deficiéncia na
histo-diferenciacdo dos odontoblastos; porém, atribuem
esse fato & caréncia de vitumina C, decorrente do trata-
mento com cortisona, que seria o fator responsavel por
estas alteracdes.

Sendo o dente molar de crescimento limitado, de forma
e funcdo semelhantes ao do homem (Schour e Massler,
1963) e diferentes das do dente incisivo, parece razoavel
considerar o dente molar como um 6rgdo diferente do
dente incisivo, apesar de ambos exercerem influéncia sobre
0 mMesmo 0Sso.

Ndo se encontraram na literatura, excecdo feita aos
trabalhos de Goldsmith e Ross (1954, 1956) e de
Russo (1966), outros que se preocupassem com o estudo
dos dentes incisivo e molar sob o efeito de um corticos-
terdide em ratos recem-nascidos. Ao estudarem os dentes
durante o desenvolvimento pos-natal, os autores iniciam
suas amostras com ratos ja além do 20.° dia de vida, per-
dendo assim toda informacdo de um dos periodos mais
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significativos do desenvolvimento dental, ou seja do
nascimento ao 15.° dia de vida.

Goldsmith e Ross (1956) observaram, no incisivo
de ratos recém-nascidos submetidos a injecbes de corti-
sona até o 10.° dia de vida, aumento na deposi¢do den-
tindria. Russo (1966) e Russo e Hadler (1973) em ratos
recém-nascidos, sob o efeito da hidrocortisona entre
0 5.° e 0 10.° dia de vida, observaram deficiéncia na depo-
sicdo dentinaria. Assim sendo, os dentes incisivo e molar
em ratos recém-nascidos, mostraram, segundo esses auto-
res, um comportamento diferente quanto as alteragdes
estruturais e morfoldgicas provocadas pela cortisona.

O crescimento alométrico dos arcos dentarios, em
ratos apds a administracdo da hidrocortisona, é caracte-
rizado pelo aparecimento de duas retas de inclinagdes
diferentes, cada uma delas separadas por uma interfase
ou ponto anguloso, tanto para os diastemas como para 0s
molares. Essa interfase, que define um momento critico
no desenvolvimento do arco dentario, situa-se, na pro-
jecdo gréfica, a altura do valor 1,30 (Figs. 5, 6, 7 e 8),
na época em que o animal atinge aproximadamente
o 10.° dia de vida pos-natal.

Portanto, dois fatos importantes na curva de cres-
cimento dos arcos dentarios chamaram a atencgdo: 1) a pre-
senca de duas retas alométricas, caracterizadas cada uma
delas por um valor de k diferente, para os diastemas supe-
rior e inferior, fato esse ainda ndo descrito em outros
estudos alométricos. Os resultados deste trabalho reve-
lam que as taxas de crescimento dos diastemas superior
e inferior, durante a primeira etapa (do nascimento ao
10.° dia de vida), podem ser consideradas semelhantes
entre si e inferiores as encontradas para a segunda etapa;
apo6s o 10.° dia de vida, e durante todo o restante do periodo
estudado, o comportamento do crescimento dessas regides
é semelhante ao do rato-controle; 2) a modificagdo do
valor de k, em torno do 10.° dia de vida observado para
0 crescimento da regido dos molares superior e inferior,
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apresenta-se, em relacdo ao do rato-controle, em uma
época mais precoce.

Se de fato o crescimento dsseo sofre a influéncia do
crescimento dentario, parece plausivel aceitar a hipdtese
de que o aparecimento de uma interfase na regido dos
diastemas, por volta do 10.° dia de vida, possa estar rela-
cionado com os achados de Goldsmith e Ross (1956).
A antecipacdo do ponto critico de desenvolvimento, na
regido dos molares talvez esteja relacionada com as alte-
ragbes estruturais e morfologicas observadas por Russo
(1966) e Russo e Hadier (1973).

Estudos posteriores sdo necessarios para confirmar
essas hipdteses.

Apesar de a alometria ser uma aproximacgao empirica,
ndo fornecendo base para a investigacdo dos mecanismos
envolvidos, sua aplicabilidade a estudos de crescimentos
parece ter sido demonstrada. Surpreendendo as fases
ou periodos criticos de desenvolvimento de um o6rgao,
abre campo para novas pesquisas, além de permitir a
demonstracdo dos efeitos de uma modificagdo fisiologica
sobre um determinado 6rgdo ou sobre o organismo como
um todo (Cruz, 1962).

SUMARIO

Os autores estudaram os efeitos de uma Unica dose
subcutanea de 0,5 mg de acetato de hidrocortisona no
arco dentério do rato, logo apds o nascimento. Dos seus
resultados experimentais os autores concluiram:

1 — para o rato-controle, as relagbes diastema supe-
rior / crénio e diastema inferior / cranio séo caracterizadas
por um valor constante do coeficiente de alometria,
durante todo o periodo estudado. A taxa de crescimento
do diastema superior, durante todo o periodo estudado,
é sempre mais elevada que a do diastema inferior. Para
0 rato injetado com hidrocortisona, por outro lado,
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0 crescimento dessas relacOes se processa em duas etapas
de desenvolvimento. As duas etapas de desenvolvimento,
para cada dimensdo estudada,estdo separadas por um
ponto anguloso, situado em torno do 10.° dia de vida
pos-natal, ponto esse que representa 0 momento critico
da modificacdo do coeficiente de alometria k. As taxas
de crescimento dos diastemas superior e inferior, durante
os primeiros 10 dias de vida, sdo semelhantes entre si,
apo6s o periodo critico, hd predominancia da taxa do supe-
rior sobre a do inferior;

2 — para o rato-controle, as relagdes molar superior /
/ cranio e molar inferior / crénio existem duas etapas de
desenvolvimento, separadas por um pono critico, situado
em torno do 15.° dia de vida pés-natal, o qual representa
0 momento critico da modificacdo do valor de k. A taxa
de crescimento dos molares, antes do periodo critico,
é mais elevada, para depois decrescer. Também para
0 rato injetado com hidrocortisona essas relacdes em
projecdes logaritmicas, sdo definidas por duas retas
alométricas separadas por um ponto anguloso (critico).
O ponto critico, situado em torno do 10.° dia de vida do
animal injetado, separa as duas etapas de desenvolvimento
e representa a «época de crise». Os valores de k, para os
molares, sdo semelhantes ao do rato-controle, porém
0 ponto critico situa-se em uma época mais precoce;

3—a taxa de crescimento do comprimento total do
cranio mostrou-se semelhante entre o rato-controle e o rato
injetado com hidrocortisona.
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INTRODUCAO

Nos mamiferos (20) as células germinais femininas
ao chegarem as cristas genitais, oriundas da endoderme
da parede do saco vitelino, multiplicam-se activamente
por mitose dando origem as ovogonias

As ovogonias das primeiras geracdes atingem a
regido medular das génadas e ai juntamente com as

* Professor Auxiliar de Biologia Médica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra.



células epiteliais que também migraram desde o epitélio
germinal, ddo origem aos cordbes medulares. Todavia,
todas as ovogodnias degeneram, mesmo se algumas delas
entraram na profase meidtica (4).

As ovogonias das geragbes subsequentes, respon-
saveis pelo desenvolvimento do cortex ovarico definitivo
destacam-se do epitélio germinal mas ndo penetram na
zona medular do ovéario, como acontece com as das
geracbes anteriores. Em vez disso, ficam na regido
periférica ou cortical do ovario. Nesta zona multi-
plicam-se activamente por mitose, aumentando rapida-
mente o seu numero.

No final da proliferacdo mitdtica, as ovogodnias
entram em profase meidtica e diferenciam-se em ovocitos.
A meiose continua-se até dipldteno e neste momento
cessa, para continuar pouco tempo antes da ovulagéo.

Uma revisdo da literatura (30) sobre a ultrastrutura
das ovogolnias e ovocitos de varias espécies de mamiferos
mostra que é essencialmente idéntica. Apenas no nucleo
ocorrem modificagdes ligeiramente diferentes. No estado
de leptéteno, a cromatina organiza-se em Cromosomas.
Estes possuem zonas centrais densas aos electrfes rodeadas
por quantidades varidveis de material fibrilar. Em zigé-
teno 0s cromosomas tornam-se mais evidentes e estdo
frequentemente polarizados num ponto do nucleoplasma.
As partes centrais dos cromosomas sdo simples, como
no leptéteno ou estdo associadas aos pares e esta uUltima
morfologia indica que se iniciou o emparelhamento dos
cromosomas homologos. Em paquiteno ha a transfor-
macdo da parte central do cromosoma, em filamentos
tripartidos, constituidos por trés estruturas lineares para-
lelas, separadas umas das outras por areas quase trans-
parentes aos electrdes. [Estes componentes nucleares
designados na literatura por complexos sinapticos indi-
cam que os cromosomas homdlogos estdo completa-
tnente em sinapse e representam a parte central de cada
bivalente. O diploteno €é caracterizado pelo reapareci-
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mento de cromosomas ndo emparelhados com morfo-
logia similar aos do leptoteno.

A configuracgéo tipica de dipléteno dura muito pouco
tempo no Criceto dourado, alias como noutros mami-
feros (30). Os cromosomas deixam de se ver e a cro-
matina adquire uma forma semelhante a dos nucleos
interfasicos. Este aspecto morfolégico é conhecido na
literatura Anglo-Saxénica como «dictyate» (30).

Ao contrario, nos ovocitos da mulher e de outros
mamiferos persiste o aspecto que 0s cromosomas tém
em estado dipléteno durante todo o tempo de diferen-
ciacdo do estado folicular (30).

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Como material de estudo usei 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 (12).

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

METODOS

Colheita

Para o estudo das ovogonias tive de utilizar Cricetos
fetais. Retirei os Cricetos do uUtero materno aproxima-
damente 48 e 24 horas antes do nascimento. As fémeas
de cada ninhada foram mortas por decapitacdo, apos
leve anestesia com éter. Introduzi-lhes dentro da cavi-
dade abdominal um fixador (glutaraldeido a 3% em
tampao Millonig a pH 7,3, a 4°C.), para que a fixacéo
comecgasse rapidamente.

N9
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Em seguida efectuei o isolamento dos ovarios fetais
com a ajuda de uma lupa; depois coloquei um ovario
de cada animal sobre uma gota de glutaraldeido e com
0 auxilio de ldminas de barbear bem afiadas e limpas,
dividi-o em fragmentos de 1a 2 mm de lado. Com uma
pipeta tipo Pasteur transferi os pequeninos fragmentos
para frascos com 2 a 3 cc do mesmo fixador e coloquei-0s
no frigorifico a 4°C, durante uma hora.

Para assegurar a obtencdo dos estados meidticos
(leptéteno, zigéteno e paquiteno e dipléteno), sacrifiquei
Cricetos desde o nascimento até aos 10 dias de idade.
Os animais foram também mortos por decapitacdo apds
leve anestesia com éter. Retirei-lhes os ovérios, colo-
quei-os numas gotas de fixador (glutaraldeido a 3%
em tampdo Millonig a pH 7,3) e seccionei um de cada
vez em pequenos fragmentos de 1a 2 mm de lado. Exe-
cutei esta tarefa também com o auxilio de uma lupa e de
laminas de barbear novas. Estes pequenos 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 4°C, durante uma hora.

Fixacao

Ao fim deste tempo, depois de ter decantado o
fixador lavei os pequenos fragmentos em trés banhos
(10 minutos cada um), em tampdo Millonig a pH 7,3 gelado.
Em seguida transferi-os para frascos com uma solucéo
de tetroxido de 6smio a 2% em tampao Millonig a pH 7,3,
durante um periodo de duas horas, a 4°C.

Apls este tempo, decantei o tetréxido de O6smio
com uma pipeta tipo Pasteur e lavei os pequenos frag-
mentos rapidamente duas vezes com tampdo Millonig a
temperatura ambiente. Seguiu-se imediatamente a desi-
dratacdo.



Desidratagdo

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

Alcool etilico a70° ....cco...... 15 minutos
» » » 95° »»
» » »100° »
» » »100° .o, »
» » »100° i, » »

Apo6s a ultima passagem por alcool absoluto, os
fragmentos passaram por dois banhos consecutivos de
oxido de propileno, com a duragdo de 15 minutos cada.

Inclusdo

Os pequenos fragmentos de tecido foram incluidos na
resina Epon8i2- Para isso, tive de transferir os fragmentos
para uma solucdo em partes iguais, de 6xido de propileno
e de mistura completa das resinas durante uma hora.

A mistura completa das resinas prepara-se, adicio-
nando partes iguais de uma solucdo que se pode designar
por A (62cc de Epongn + 100cc de DDSA) com uma solu-
¢cdo também designada por B (100 cc de Epongn + 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 capsulas de gelatina tipo 00,
com o auxilio de um palito de madeira. Seguidamente
enchi as cépsulas até 2/3 do seu tamanho, com mistura
completa das resinas. Coloquei-as numa estufa a 60°C,
durante 48 horas, para se efectuar a polimerizagdo do
meio de incluséo.

Cortes

Obtidos desta maneira os blocos de Epongn, con-
tendo o material em estudo, efectuei cortes semifinos e
N 9
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ultrafinos num Ultramicrotomo (Ultrotome-LKB), utili-
zando facas de vidro.

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

Cortes semifinos — Os cortes semifinos foram recolhi-
dos do recipiente da faca de vidro, que se encontrava
cheio de 4gua destilada, com uma ansa de metal e colocados
sobre uma lamina histolégica onde previamente colocava
uma gota de &gua destilada. Seguidamente, e a lupa,
dispuz os cortes, com a ajuda de uma agulha especial,
a periferia da gota e utilizando papel de filtro, retirava
a agua excedente; aqueci ligeiramente a lamina de
vidro ndo s6 para evaporagdo da agua restante como
também para permitir a colagem dos cortes; depois corei
os cortes com azul de toluidina a 1%, em solucéo alca-
lina, durante 10 minutos, numa platina aquecida a tem-
peratura de 47°C.; passei rapidamente 0s cortes por
agua destilada, efectuei a montagem em Permount e
fotografei-os num Fotomicroscopio.

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 elimi-
nei o excesso de agua, na superficie da grelha, tocando-a
contra papel de filtro.

Para este estudo utilizei grelhas de cobre (200 malhas
por polegada quadrada), revestidas por uma pelicula
de formvar reforcada com carbono.

Coloracéo

Utilizei a técnica da dupla coloracdo pelo acetato
de uranilo e citrato de chumbo (solu¢do 1/10 em hidroxido
de sddio). Para execuc¢do da coloracdo, coloquei algumas
gotas de uma solucdo saturada de acetato de uranilo
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em alcool etilico a 50%, numa lamina de vidro com
varias escavacOes; sobre cada goOta coloquei as grelhas
de forma que o lado em que se encontravam 0s cortes
ficasse em contacto com a referida solugdo; deixei assim
durante 30 minutos; ap6s este tempo retirei as grelhas
e lavei-as cautelosamente em dois banhos de agua desti-
lada, mergulhando-as 10 a 20 vezes em cada banho;
seguidamente sequei-as com papel de filtro e efectuei a
coloracdo com citrato de chumbo.

Neste caso procedi do seguinte modo: sobre uma
superficie hidrofobica coloquei vérias gotas da solucdo a
1/10 em hidroxido de citrato de chumbo e sobre cada
gota uma grelha, de forma que a superficie em que se
encontravam o0s cortes ficasse em contacto directo com
esta solucdo; deixei assim durante 5 minutos; ap0s este
tempo passei as grelhas por uma série alternada de dois
banhos de soda caustica 0,02N e agua destilada, tendo o
cuidado de mergulhar 10 a 20 vezes em cada banho; apos
0 ultimo banho de &gua, retirei o excesso de liquido,
tocando com a grelha num papel de filtro e deixei secar.

Observagao

Somente depois das grelhas estarem bem secas, esta-
vam em condi¢gbes de serem observadas no microscopio
electrénico.

Em todas as observacBGes utilizei um microscépio
electronico de marca Siemens Elmiskop 1A, funcionando
a 80kv.; utilizei chapas fotograficas Kodak 6,5 X 9 cm
(.040 in. glass); revelei-as em Kodak D-Il, durante
8 minutos, seguida de passagem rapida por um banho
de agua corrente; depois fixei as chapas em Kodak unifix,
durante 20 minutos; passei-as por um banho de &gua
corrente durante 30 minutos; finalmente passei os nega-
tivos por uma solucédo de Kodak photo-floo 200 e deixei-0s
secar.

Para obter positivos usei papel AGFA de grau
entre 2 e 5 de acordo com o contraste dos negativos.

N9



RESULTADOS

OVOGONIAS EM INTERFASE

Num corte semifino (1 /im de espessura) pode obser-
var-se que o ovario do Criceto dourado (figura n.° 1)
se compde de varios grupos de células germinais (ovo-
gonias) em diferenciacdo, muito unidas umas as outras,
separadas apenas por pequena quantidade de material
intercelular. As ovogonias tém forma irregular, e pos-
suem nucleos redondos ou ovdides com o didmetro de
8-12 /un e um ou dois nucléolos.

Ao microscopio electronico o nucleo das ovogonias em
interfase (figura n.° 3) é de forma redonda ou ovoide com
cerca de 9 /¢mde didmetro e apresenta as seguintes estrutu-
ras :involucro nuclear, nucleoplasma, cromatina e nucléolos.

O involucro nuclear é constituido pelas membranas
nucleares externa e interna, espago perinuclear, lamela
densa interna e poros com material anular.  As membranas
nucleares externa e interna aparecem escuras por serem
mais densas e dispdem-se na periferia nuclear, concéntri-
camente e quase paralelamente. A membrana externa
esta em contacto directo com o citoplasma e a interna com
0 nucleoplasma. Cada uma das membranas tem espes-
sura de cerca de 7-8 nm (unidade de membrana).

As membranas nucleares externa e interna estdo
separadas por uma area menos densa aos electrdes com
uma largura compreendida entre 12 e 28 nm (espaco
perinuclear). Em determinados pontos da sua super-
ficie, as duas membranas unem-se uma a outra, de modo
especial, formando intervalos ou poros. Este aspecto de
unido das duas membranas nucleares de modo a formarem
uma espécie de labio arredondado, deixando entre si
intervalos ou poros, é melhor observado nos cortes em
que o involucro foi seccionado perpendicularmente. Com
a dupla fixacdo usada, os poros nucleares tém aspecto
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bastante denso, provavelmente devido a presenca de
material proteico dentro do poro (material anular).

A cromatina aparece sob duas formas: grupos de fibri-
las muito densas aos electrdes (heterocromatina) e grupos de
fibrilas menos densas (eucromatina) dispersos ao acaso numa
substancia quase transparente aos electrdes (nucleoplasma).

O nucléolo, bastante denso, de forma redonda, com
15-2”~m de didmetro apresenta uma estrutura de tipo
fibrilo-granular (figura n.° 3). Os elementos fibrilares
tém uma espessura compreendida entre 6-10 nm e 0s
granulos um diametro aproximado de 15 nm. A distri-
buicdo deste material fibrilo-granular no nucléolo é dife-
rente, de modo que se podem distinguir trés componentes.
Estes componentes sdo referidos com os algarismos 1, 2, 3
por uma questdo didactica. O componente-1 apresenta
uma estrutura fibrilo-granular densa aos electrdes e ocupa
a maior parte da estrutura do nucléolo. Devido a sua
abundancia e a distribuicdo uniforme, parece ter a aparén-
cia de uma matriz na qual estdo embebidos os componen-
tes 2 e 3. O componente-2 tem aspecto semelhante ao
nucleoplasma, preenche as numerosas areas redondas ou
levemente alongadas do nucléolo e parece ser consti-
tuido apenas por elementos fibrilares. O componente-3
localiza-se na porcdo mais periférica do nucléolo, é cons-
tituido por fibrilas muito juntas, o que o torna bastante
mais denso que o componente-1

O citoplasma das ovogoénias quando observado ao
microscopio electrénico apresenta: mitocondrias, elemen-
tos do aparelho de Golgi, reticulo endoplasmico liso e
rugoso, ribosomas livres e polisomas (figuras n.°© 3).

As mitocondrias tém forma arredondada ou em
bastonete, com o didmetro de 0,5-1 /un; estruturalmente
apresentam duas membranas concéntricas, uma externa e
outra interna, separadas por um intervalo quase trans-
parente aos electrées, de 7-9 nm de espessura. As mem-
branas tém a espessura de 6-7 nm e a interna apresenta
cristas a delimitar um espago interior (matriz). Em algu-

n9
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mas mitocondrias, observam-se, no interior das cristas,
areas quase transparentes aos electrdes, de forma e tama-
nho variaveis, semelhantes as descritas na literatura
Anglo-Saxoénica (27) por «mitochondrial vacuoles».

O aparelho de Golgi é muito pouco desenvolvido
neste tipo de célula.

Distingue-se o reticulo endoplasmico liso ou agra-
nular e o rugoso ou granular. O reticulo endoplasmico
liso apresenta-se em pequenas vesiculas. O reticulo endo-
plasmico rugoso observa-se sob a forma de vesiculas e de
pequenas cisternas revestidas externamente por ribosomas.

Ribosomas livres e polirribosomas encontram-se dis-
persos por toda a matriz citoplasmica.

As ovogonias estdo limitadas por uma membrana
celular, com a espessura de 7,5-8 nm (unidade de mem-
brana). As membranas celulares de ovogénias adjacentes
sdo sensivelmente rectilineas. O espaco intercelular que
as separa tem uma espessura compreendida entre 25-80 nm.

FiG. N.° 1— OVARIO FETAL DO CRICETO DOURADO COM QUINZE DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz de um corte semifino (1 /rm) mostra grupos de células
germinais em desenvolvimento (ovogdnias). Estes grupos de células (CL), estdo
rodeados por células mesenquimatosas e vasos sanguineos do estroma ovarico.

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio
Inclusdo: Epongi2

Coloragdo: Azul de toluidina a 1%
Ampliagdo: 346,5x

FiG. N.° 2— OVARIO FETAL DO CRICETO DOURADO COM QUINZE DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz de um corte semifino (1 /im de espessura) mostra
ovogobnias (O) em mitose.
Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio
Inclusdo: Eponsn
Coloracao: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacdo: 1122 X



11

Ng



12

FiO. n.° 3— ovogdénia em interfase do ovario fetal do criceto dourado com
QUINZE DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra uma ovogénia (O) limitada pela membrana
celular (MC), com o nucleo (N) e o citoplasma (C). No nucleo observa-se o invé-
lucro nuclear (IN), o nucleoplasma (NU), a cromatina (CR) e o nucléolo (M).
No citoplasma observam-se as mitocondrias (MI) e os ribosomas (R).

O — Ovogonia
N — Nducleo
C — Citoplasma
MC — Membrana celular
IN — Invélucro nuclear
CR — Cromatina
M — Nucléolo
NU — Nucleoplasma
MI — Mitocbndria
R — Ribosomas

Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Eponsi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliacdo: 18 000 X
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OVOGONIAS EM MITOSE

A maioria das células estudadas encontravam-se em
metafase (figuras n.cs 2 e 4), 0 que leva a supor que talvez
as outras fases mitéticas sejam mais rapidas e portanto
dificeis de encontrar. Os cromosomas em metafase mos-
tram-se muito densos aos electrdes e observam-se entre
eles microtibulos, que representam por¢bes do fuso
mitético (figura n.° 4).

O comportamento dos organelos citoplasmicos durante
as divisdes celulares é ainda pouco conhecido (22). Con-
tudo, observam-se (figura n.° 4), mitocondrias, reticulo
endoplasmico liso e rugoso, elementos do aparelho de
Golgi, fragmentos do involucro nuclear e ribosomas.

FiG. N.° 4 — OVOGONIA EM MITOSE DO OVARIO FETAL DO CRICETO DOURADO COM
QUINZE DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra uma ovogénia em metafase, na qual se véem
cromosomas (CR), microtubulos (T), reticulo endoplasmico liso (RE), ribosomas (R)
e mitocondrias (MI).

Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Eponsn
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 48 000 X
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OVOCITOS EM ESTADO DE LEPTOTENO

No primeiro dia ap6s o nascimento, no ovario do
Criceto dourado (figura n.° 5), observam-se pela pri-
meira vez grupos de ovocitos em estado de leptoteno
que se distinguem do estado anterior essencialmente pela
morfologia nuclear. Os ovocitos dentro destes grupos
ttm forma redonda ou ovoide, com nulcleos redondos
de 11-13 ;tmde diametro. As membranas celulares dos ovo-
citos adjacentes sdo sensivelmente rectilineas e estdo sepa-
radas por pequena quantidade de substancia intercelular.

Algumas células germinais (ovocitos) nos primeiros
dias ap6s o nascimento quando observadas ao micros-
copio electrénico sdo morfologicamente semelhantes as
ovogonias em interfase, porém a cromatina tem disposi-
cdo diferente. O material fibrilar (cromatina) mostra-se
agora condensado em formagbes semelhantes a filamentos
(figura n.° 6). Estes filamentos (cromosomas leptoténicos)
estdo orientados ao acaso e o comprimento médio é de
3 nm. Sdo constituidos por uma zona axial mais densa
aos electres, separada do nucleoplasma circundante por
uma area de cromatina menos densa.

Além dos cromosomas leptoténicos foi possivel dis-
tinguir no nacleo, o invélucro nuclear, o nucleoplasma e
os nucléolos. A morfologia do invélucro nuclear, do
nucleoplasma e dos nucléolos é semelhante a das ovogo-
nias em interfase.

A matriz citoplasmica dos ovocitos em estado lepto-
teno quando observada ao microscépio electronico é
semelhante & das ovogonias em interfase. Os organelos
apresentam morfologia idéntica, embora se encontrem
um pouco mais numerosos (figura n.° 6). Existe maior
numero de ribosomas livres, polisomas, reticulo endoplas-
mico rugoso e liso e mitocondrias.

A membrana celular dos ovocitos continua com a
mesma morfologia das ovogdnias em interfase.



FiG. N.° 5.— OVARIO DO CRICETO DOURADO COM DOIS DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz mostra grupos de células germinais em desenvolvimento
(ovécitos em estado de leptéteno), muito préximos uns dos outros limitados pelo
estroma ovarico.

O — Ovdcitos
N — Ndcleo
M — Nucléolo

Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de ésmio
Inclusdo: Eponsn

Coloragdo: Azul de toluidina a 1%
Ampliagdo: 1000 X
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FiG. N.° 6 — OVOCITO EM ESTADO DE LEPTOTENO DO OVARIO DO CRICETO DOURADO
COM DOIS DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra um ovocito em estado leptéteno da profase
meidtica. Encontram-se presentes no nudcleo (N), a cromatina e os filamentos
cromosoémicos (CR).

N — Ndcleo

C — Citoplasma

M — Nucléolo

IN — Invélucro nuclear
NU — Nucleoplasma
CR — Cromosomas

MI — Mitocdndrias

R — Ribosomas

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio
Inclusdo: Epongn

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacéo: 42 000 X
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OVOCITOS EM ESTADO DE ZIGOTENO

No terceiro dia apds o nascimento o ovario do Criceto
dourado apresenta, como nos estados precedentes, varios
grupos de células germinais (ovocitos em estado de zigo-
teno) em diferenciacdo, além de grupos de ovogodnias e
de ovocitos em estado de leptéteno (figura n.° 7).

Os ovocitos no estado de zigoteno quando observados
ao ME sdo um pouco maiores que as células germinais
(ovocitos em estado de leptdéteno). Tém forma arredon-
dada ou oval com 13-15 ;un de diametro. Nos nlcleos
(10 ¢un de diametro) observam-se, além de filamentos
cromosémicos simples em inicio de emparelhamento,
cromosomas zigoténicos. Os cromosomas em estado de
zigbteno sdo constituidos por dois elementos lineares
densos, paralelos, com a espessura de 65 nm e separados
por urna zona menos densa de 800 nm de espessura
(figura n.° 8).

A morfologia do involucro nuclear, nucleoplasma
e dos nucléolos é semelhante a dos estados precedentes.

A organizacdo morfolégica da matriz citopldsmica
quando observada ao ME apresenta-se um pouco dife-
rente do estado anterior. O mais notdvel € o aumento
do numero de mitocéndrias, elementos do aparelho de
Golgi, reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas livres e
polisomas (figura n.° 8).

As membranas celulares dos ovocitos tém morfo-
logia idéntica a do estado anterior, embora seja um pouco
maior o espaco intercelular (30-40 nm de espessura),
situado entre as células adjacentes.
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FiG. N.° 7 — OVARIO DO CRICETO DOURADO COM QUATRO DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz mostra grupos de células (ovécitos em estado de zigéteno)
rodeados por tecido conjuntivo e vasos sanguineos.
O —Ovdcito
N — Ndcleo
M — Nucléolo
Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio

Inclusdo: Epongn
Coloragdo: Azul de toluidina a 1%

Ampliagdo: 1120x
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FiG. Ni0 8 — OVOCITO EM ESTADO DE ZIGOTENO DO OVARIO DO CRICETO DOURADO
COM QUATRO DIAS DE IDADE.
No nucleo (N) distingue-se: o invélucro nuclear, o nucleoplasma, a cromatina
e 0s cromosomas zigoténicos (CR).
No citoplasma observam-se as mitocondrias, o reticulo endoplasmico liso e
rugoso e os ribosomas.
N — Ndcleo
C — Citoplasma
CR — Cromosomas zigoténicos
M — Nucléolo
IN — Invélucro nuclear
MI — Mitocdndria
RE — Reticulo endoplasmico
R — Ribosomas

Fixacdo: Glutaraldeido/TetrOJtido de 6smio

Inclusdo: Eponsi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 24000x
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OVOCITOS EM ESTADO DE PAQUITENO

Entre o quatro e o sétimo dia, apds o nascimento,
o ovario do Criceto dourado compde-se de grupos de
células em estado de paquiteno e de células em estado
de ovogonia, leptéteno e zigéteno. Os grupos de células
germinais continuam limitados pelo estroma ovarico e
observam-se pela primeira vez, entre 0s ovocitos em
estado de paquiteno, células foliculares em diferenciacédo
(figura n.° 9).

O nucleo dos ovocitos em estado de paquiteno
ao ME apresenta constituintes semelhantes: o involucro
nuclear, o nucleoplasma e o0s nucléolos e de novo o0s
complexos sinapticos (figuras n.cs 10, 11, 12, 13 e 14).

O complexo sinaptico é constituido por trés elementos
lineares, densos, paralelos e uniformemente distanciados.
Os elementos laterais (L) tém a espessura de 50-65 nm e o
central (C) 18-22 nm. Os elementos laterais estdo ligados
ao central, por numerosas fibrilas com a espessura de 5 a
10 nm e distam do central 150-200 nm. O complexo
sindptico parece unido a membrana nuclear interna e
lamela densa do involucro nuclear, por um dos extremos
(figuras n.es 10, lie 14).

A matriz citopldsmica ao ME tem morfologia idéntica
a do estado anterior, embora tenha um maior nimero de
mitocéndrias, de reticulo endoplasmico liso e rugoso, ribo-
somas livres e polisomas.



FiG. N.° 9 — OVARIO DO CRICETO DOURADO COM SEIS DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz mostra um grupo de células germinais em diferenciacéo
(ovécitos em estado de paquiteno), limitado pelo estroma ovarico.
O — Ovdcito
N —eNucleo
C — Citoplasma
F — Célula folicular
Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de dsmio

Inclusdo: Eponsi2
Coloragdo: Azul de toluidina a 1%

Ampliagdo: 1120x
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Figs. n.us 10, |i, 12, 13 e 14— ovocitos em estado de paquiteno do ovario
DO CRICETO DOURADO COM QUATRO, QUATRO, CINCO, SEIS E SETE DIAS DE IDADE.

As micrografias electrénicas mostram a estrutura do complexo sinaptico (CS)
no ndcleo de ovocitos em estado de paquiteno. O complexo sinaptico é formado
por trés elementos densos, lineares, paralelos, separados por espacos uniformemente
distanciados, de comprimento varidvel. Os elementos laterais (L) tém espessura
de 50-60 nm e distam do central (18-22 nm de espessura) cerca de 150-200 nm.
O elemento central (C) e os bragos laterais estdo ligados por elementos transversais
regularmente espacados.

Fixagdo: Glutaraldeido/Tetréxido de 6smio

Inclusdo: Epon8i2

Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo
Ampliacéo: 48 000 x, 36 000 x, 40 000 x , 36 000 x e 52000 x
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OVOCITOS EM ESTADO DE DIPLOTENO

Entre o oitavo e o décimo primeiro dia ap0s 0 nasci-
mento o ovario do Criceto dourado é constituido por
varios grupos de ovocitos em estado de dipléteno. Os ovo-
citos possuem forma arredondada ou oval com 14-16 /un
de diametro. Os nucleos sdo redondos, com 11 /im de
diametro, providos e um ou dois nucléolos (figura n.° 15).

O nucleo dos ovocitos em estado de dipléteno ao ME
é redondo, com 11 /im de didmetro e compde-se de varios
filamentos cromosdémicos simples, dispersos pelo nucleo-
plasma com morfologia semelhante a dos cromosomas
plumosos dos vertebrados inferiores (7). Os cromo-
somas diploténicos possuem uma parte central densa
envolvida por material granulo-fibrilar a formar pro-
jeccoes laterais ou ansas (figura n.° 16).

Os nucléolos redondos e maiores do que nos estados
anteriores, com 1,9-25 /un de diametro, possuem estru-
tura fibrilo-granular semelhante a dos estados precedentes.

A matriz citopldsmica dos ovocitos em estado de
dipléteno ao ME (figura n.° 16) encontra-se bastante
mais desenvolvida do que no estado anterior. Tem
maior numero de organelos, mitocondrias, reticulo endo-
pladsmico liso e rugoso, ribosomas livres, polisomas e
elementos do aparelho de Golgi.

A membrana celular, com morfologia idéntica & dos
estados precedentes, encontra-se separada dos ovocitos
adjacentes e de algumas células foliculares por um espaco
pouco denso aos electroes de 40-50 nm de espessura.
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FiG. N.° 15— OVARIO DO CRICETO DOURADO COM DEZ DIAS DE IDADE.

A micrografia de luz mostra varias células em estado de dlpléteno rodeadas
por algumas células foliculares achatadas e estroma ovarico.

O — Ovdcito

N — Nucleo

C — Citoplasma

F — Célula folicular

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetroxido de ésmio
Inclusdo: Epongij

Coloragdo: Azul de toluidina a 1%
Ampliagdo: 800x



FiG. N.° 16 — OVOCITO HM ESTADO DE DIPLOTENO DO OVARIO DO CRICETO DOURADO
COM DEZ DIAS DE IDADE.

A micrografia electrénica mostra um ovécito em estado de dipldteno. No
nacleo (N), observam-se os cromosomas diploténicos (CR). No citoplasma obser-
vam-se os ribosomas (R), as mitocdndrias (MI), e o reticulo endopiasmico (RE) liso.

N — Nucleo
C — Citoplasma
MC — Membrana celular
IN — Invélucro nuclear
CR — Cromosomas diploténicos
M — Nucléolo
NU — Nucleoplasma
MI — Mitocondria
RE — Reticulo endopidsmico
R — Ribosomas

Fixacdo: Glutaraldeido/Tetréxido de ésmio

Inclusdo: Eponsi2
Coloragdo: Acetato de uranilo/Citrato de chumbo

Ampliagdo: 18 000 X
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DISCUSSAO

No presente trabalho, verificou-se que as células
germinais sofrem alteracbes morfologicas e estruturais.
A discussdo tem como objectivo interpretar essas trans-
formagbes em cada um dos estados do desenvolvimento
das células germinais, com base na organizacdo estrutural
da célula diferenciada normal.

O grau de confiangca na morfologia ultra-estrutural
apresentada pelas celulas germinais nos diversos estados
da ovogénese, ap0s a utilizacdo das técnicas usadas, foi
determinado tendo em consideragdo o que é aceite pela
generalidade dos autores. Se o0s aspectos ultra-estru-
turais encontrados sdo regulares e ordenados interpre-
tam-se como resultantes de uma organizacdo pré-formada
e ndo de uma organizagdo criada artificialmente (23).
Efectivamente, e de acordo com este principio, das pre-
sentes observagfes ressalta que a técnica utilizada con-
serva bem a morfologia do ovario do Criceto dourado
em qualquer das idades estudadas.

NUCLEO

O nucleo das ovogodnias em interfase é constituido por
material fibrilar disperso ao acaso no nucleoplasma e
esta organizado sob duas formas: muito denso aos elec-
trdes (heterocromatina) e pouco denso aos electrbes
(eucromatina), figura n.° 3.

O termo cromatina usa-se para indicar o material
cromosdmico quando ndo é possivel reconhecer cromo-
somas individualizados (21). A cromatina inactiva, hete-
rocromatina, é constituida quase exclusivamente por DNA
e histonas, formando o complexo DNA-histonas; a croma-
tina activa contém grande variedade de proteinas ndo
histonicas que, uma vez combinadas com as proteinas
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histonicas, funcionam como desrepressores do DNA (21).
Estudos de autorradiografia ao microscépio electrénico
demonstraram que a maior parte da sintese de RNA
ocorre nas regides eucrométicas da cromatina e pequena
quantidade é sintetizada nas areas heterocromaticas (8).
O conhecimento da estrutura da cromatina inactiva e
activa € necessdrio para se compreenderem as funcdes
dos cromosomas. Os cromosomas tém duas funcdes
principais: manter e replicar a informacdo genética con-
tida no DNA (21). Esta informacdo € transcrita, na
altura devida e na sequéncia adequada, para 0s tipos
especificos de RNA que dirigem a sintese de proteinas.

Os ovocitos em estado de leptdteno, semelhantes em
tamanho e forma as ovogodnias, contém cromatina orga-
nizada, cromosomas leptoténicos. Os cromosomas lepto-
ténicos sdo constituidos por uma zona central mais densa
de 17-20 nm de espessura a qual estdo ligadas fibrilas de
pequeno tamanho e espessura susceptiveis de se confun-
direm com o nucleoplasma (figura n.° 6). E evidente
que a modificagdo que ocorreu consistiu na ordenagdo
da cromatina num numero dipléide de filamentos cro-
mosomicos. Baker e col. (2), e Woollam e col. (28)
mostraram que o material fibrilar que rodeia a zona
central do cromosoma leptoténico estd organizado em
pequenos tufos «tufts» fibrilares intimamente associados
num extremo com a zona central do cromosoma, projec-
tando-se lateralmente a partir dela. Aspectos semelhantes
observam-se na figura n.° 6. Provavelmente esta mor-
fologia é semelhante a dos cromosomas plumosos dos
ovocitos dos Anfibios.

Os nucleos em estado de zigéteno apresentam fila-
mentos com morfologia ultrastrutural semelhante & do
estado leptdteno, mas emparelhados. Formam uma estru-
tura dupla, na qual se observa um intervalo quase trans-
parente aos electrdes de 75 nm de espessura entre os dois
elementos (figura n.° 8). E provavel que esta morfologia
corresponda ao emparelhamento meidético.

N 9
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Os nucleos dos ovocitos em estado de paquiteno apre-
sentam complexos sinapticos. Moses (14 e 15) verificou
ao microscépico electrénico que os cromosomas em estado
de zig6teno e paquiteno formavam estruturas lineares,
densas, tripartidas, as quais deu o nome de complexos
sindpticos. Posteriormente encontraram-se complexos
sinapticos fias células meiodticas masculinas e femininas
de animais e plantas (24). Ora, nos ovocitos do Criceto
dourado, o complexo sinaptico é também constituido por
trés elementos lineares, densos, paralelos, uniformemente
distanciados (figuras n.cs 10, 11, 12 13 e 14). O elemento
central, centro sinptico, de 18-22 nm de espessura € menos
denso que os laterais ou externos. Os elementos laterais
tém 50-65 nm de espessura cada um, estdo ligados ao cen-
tral por numerosas fibrilas de 10 nm de espessura e distam
dele 150-200 nm. Nas figuras n.s 10, lie 14 observam-se
complexos sinapticos associados por um dos extremos a
membrana nuclear interna do involucro nuclear. A mem-
brana nuclear interna aparece mais densa no sitio da
associacdo do que habitualmente, o espago perinuclear é
mais reduzido e ndo existem poros a esse nivel. Na&o
h& provas para explicar o papel desta intima associacéo.

A fun¢do do complexo sinaptico é pouco conhecida.
A hipbtese (24) de que o crossing-over genético ocorre
no complexo sinaptico e que foi sugerida pela presenca
dos filamentos transversais que ligam os elementos laterais
ao central é possivel. Contudo, é necesséario provar que
o DNA ocorre entre as moléculas proteicas da face de
emparelhamento. Para isso é necessario que a informagéo
morfolégica seja completada com estudos histoquimicos
e autorradiograficos.

O ndcleo dos ovocitos em estado de diploteno (figura
n.° 16) apresenta cromosomas com morfologia seme-
Ihante aos cromosomas plumosos «lampbrush ¢hnomo-
somes» (1). Tais cromosomas possuem uma parte cen-
tral densa aos electrbes envolvida por material fibrilar a
formar ansas.
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Gall e Callan (9) demonstraram, por autorradio-
grafia, que as ansas dos cromosomas plumosos sdo
sitios de activa incorporacdo de uridina tritiada (indi-
cando sintese de RNA) e da fenilalanina tritiada
(revelando sintese de proteinas). E provavel que a
funcdo dos cromosomas em estado diploteno seja
idéntica.

O nucléolo durante a profase meidtica sofre hiper-
trofia, porém a estrutura ndo se altera pois continua a
apresentar os trés componentes morfoldgicos, referen-
ciados pelos algarismos 1, 2 e 3. O componente-1 € de
natureza fibrilo-granular pouco denso aos electrdes e
ocupa a maior parte da estrutura do nucléolo; o com-
ponente-2 quase transparente aos electrdes, semelhante
ao nucleoplasma, preenche as numerosas areas do nucléolo
(vactolos nucleolares) e o componente-3, de natureza
exclusivamente fibrilar, € muito denso aos electrbes, e
ocupa as areas mais periféricas do componente-1.
Heitz(ll) foi o primeiro a notar que os nucléolos se
encontram estreitamente relacionados com cromosomas
especificos. Este conceito foi confirmado e elaborado
por McClintock (13) que demonstrou que o nucléolo no
milho esta associado a um locus cromosdmico especifico
que designou «corpo organizador do nucléolo». Perry (19)
refere que a regido do organizador nucleolar contém
cistrdes (genes) que codificam ambos os RNA riboso-
micos (18 S e 28 S) que sdo transferidos para as subuni-
dades ribosémicas do citoplasma. Os componentes
nucleolares referenciados com os algarismos 1 e 3 sdo
semelhantes aos referidos na literatura como organizadores
nucleolares e 0 componente-2 como sistema intranucleolar
de cavidades nucleolares intercomunicantes (6). De acordo
com as presentes observagfes, aumento gradual de tama-
nho dos trés componentes nucleolares e simultaneo
aumento dos elementos citoplasmicos envolvidos na bios-
sintese das proteinas, & provavel que neste animal os
componentes-1 e 3 sejam de facto os organizadores

N 9
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nucleolares e o componente-2 se relacione com a acumu-
lacdo dos produtos nucleolares sintetizados.

A ultrastrutura do invélucro nuclear (membranas
nucleares interna e externa, espago perinuclear, poros,
material anular e lamela densa interna) das células ger-
minais durante a profase meidtica € semelhante aos das
células diferenciadas normais (figuras n.cs 3, 6, 8, 10, 11,
14 e 16). Contudo, o involucro nuclear apresenta algumas
caracteristicas préprias: 1) ligacdo da membrana nuclear
interna ao complexo sinaptico (figuras n.es 10, 11 e 14); a
membrana nuclear interna mostra a este nivel um aumento
de densidade e rigidez aparente; o espaco perinuclear é
mais reduzido e ndo existem poros. N&o existem provas
para explicar a funcdo desta intima associacdo; 2) nucléolos
muito proximos quase em contacto com o invélucro nuclear
(figuras n.cs 3, 6 e 16); esta associacdo transitoria nucléolo-
-invélucro nuclear é provavel que esteja relacionada com
a transferéncia de material nucleolar para o citoplasma;
3) lamela densa interna muito reduzida e grande numero
de poros (figuras n.cs 3 e 16) que estdo de acordo com o
estado metabdlico das células germinais.

CITOPLASMA

As mitocondrias das ovogonias e dos primeiros estados
da profase meiotica encontram-se dispersas ao acaso na
matriz citopladsmica; apresentam a forma e ultra-estru-
tura habituais, embora algumas desenvolvam no interior
areas quase transparentes aos electrdes fig. n.° 16. Estas
areas aparecem no interior das cristas mitocondriais (espaco
intracrista), tém forma triangular e sdo idénticas as desig-
nadas na literatura Anglo-Sax6nica por «mitochondrial
vacuoles» (27).

A ocorréncia de vacuolos intramitocondriais foi refe-
rida pela primeira vez por Yamada e cois. (29); subse-
quentemente por Chiquoine (18); Parsons (18); Odor
e col. (16 e 17); Hadek (10); Wischnitzer (27) e Wea-
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kley (25 e 26). Wischnitzer sugere que o0s vacuolos
intramitocondriais sdo consequéncia da dilatacdo das
cristas mitocondriais, formando-se uma cavidade de con-
figuracdo triangular que aumenta progressivamente de
tamanho. Ora este aspecto foi realmente encontrado
neste estudo.

O significado funcional dos vacuolos intramitocon-
driais permanece obscuro. Hadek (10) relacionou-0s com
as necessidades metaboélicas da célula o que e provavel
pois as células germinais apresentam nesta altura do
desenvolvimento grande actividade metabdlica.

N 9



RESUMO

A morfologia ultrastrutural das ovogonias e dos
ovocitos em estado leptéteno, zigdteno, paquiteno e
dipléteno do Criceto dourado (Mesocricetus auratus)
foi o objectivo principal do presente trabalho.

Material e métodos. O material utilizado (ovarios
do Criceto dourado) foi submetido a técnica de preparacéo
de material bioldgico para microscopia electronica; assim,
depois de colhido foi seccionado e fixado em glutaraldeido
a 3% (tampdo Millonig) e em tetroxido de 6smio a 2%
(tampdo Millonig); incluido em Eponsi2 e cortado num
ultramicrotomo (Ultrotome). Os cortes ultrafinos depois
de corados (acetato de uranilo e citrato de chumbo)
foram observados num Elmiskop 1 A a 80 Kv.

Ovogonias em interfase. As ovogdnias em interfase
no Criceto dourado aparecem no 14.° e 15.° dia de ges-
tacdo. O nlcleo apresenta 0s seguintes constituintes:
0 invéllucro nuclear, o nucleoplasma, a cromatina e os
nucléolos. O invélucro nuclear é constituido pelas mem-
branas nucleares interna e externa, espago perinuclear,
poros e lamela densa interna. A cromatina aparece sob
duas formas: grupos de fibrilas muito densas aos elec-
troes (heterocromatina) e grupos de fibrilas menos densas
(eucromatina) dispersos pelo nucleoplasma. Os nucléolos
bastante densos, de forma redonda com 15-2 "m de
didmetro apresentam estrutura do tipo fibrilo-granular.

O citoplasma contém em pequena quantidade mito-
condrias com e sem vacuolos, reticulo endoplasmico liso
e rugoso, polisomas e elementos do aparelho de Golgi.

Ovogbnias em mitose. A maioria das ovogonias em
mitose encontravam-se em metafase, o que leva a supor
que as outras fases mitdticas sejam mais rapidas e por-
tanto dificeis de observar. Os cromosomas em metafase
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mostram-se muito densos aos electrdes e observam-se
entre eles microtubulos que representam porc¢des do fuso
mitotico. Na periferia do citoplasma das ovogonias em
mitose observam-se mitoc6ndrias, reticulo endoplédsmico
rugoso e liso, elementos do aparelho de Golgi, fragmentos
do invélucro nuclear e ribosomas.

Estado de leptdteno. Os ovocitos em estado de
leptéteno observam-se entre o 1.° e 3.° dia ap6s o0 nasci-
mento. O ndcleo tem estrutura idéntica ao estado ante-
rior, excepto a cromatina que estd organizada em fila-
mentos (cromosomas leptoténicos).

O citoplasma é semelhante ao citoplasma das ovogo-
nias em interfase, aparecendo contudo maior numero de
mitocondrias, de polisomas, de elementos do reticulo
endoplasmico liso e rugoso e do aparelho de Golgi.

Estado de zigoteno. Os ovocitos em estado de
zigbteno observam-se entre o 3.° e 5.° dia apds o nasci-
mento. O ndcleo apresenta os filamentos cromosémicos
emparelhados, cromosomas zigoténicos.

A organizacgdo citopldsmica assemelha-se a do estado
de leptoteno, embora aparecam mitocéndrias com vacuolos
em maior namero.

Estado de paquiteno. Os ovocitos em estado de
paquiteno observam-se entre o 4.° e 7.° dia ap6s o nasci-
mento. O ndcleo apresenta os complexos sinapticos
ligados a membrana nuclear interna por um dos extremos.

O citoplasma tem morfologia semelhante a do estado
de zig6teno, mas com maior numero de mitocbndrias,
polisomas e elementos vesiculares de reticulo endoplasmico
liso e rugoso.

Estado de dipl6teno. Os ovocitos em estado dipléteno
observam-se entre o 8.° e 11.° dia ap6s 0 nascimento.
Cada cromosoma individual (cromatideo) no estado de
dipléteno aparece como um filamento do qual emergem
varias ansas (aspecto de cromosoma plumoso). O nucléolo
€ maior que nos estados anteriores, mas apresenta estru-
tura idéntica.

N 9
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O citoplasma tem maior dimensdo e contém mito-
condrias com e sem vacuolos, maior numero de reticulo
endoplasmico rugoso e liso, elementos do aparelho de
Golgi e polisomas.

SUMMARY

The main purpose of the present work is the study
of the ultrastructural morphology of Oogonia and Oocytes
in the hamster ovaries.

Materials and Methods. The material which was
used (hamster ovaries) was fixed in 3% glutaraldehyde
(Millonig’s buffer) followed by 2% osmium tetroxide.
After embedding in Epon 812 thin sections were cut at the
Ultrotome and stained with uranyl acetate-lead citrate.
They were then observed in an Elmiskop 1 A (80 kv.).

Interphase Oogonia. The Oogonia at interphase are
observed in fetal days 14 and 15. The nuclei of oogonia
contains the nuclear envelope, the nucleoplasm, the
chromatin and the nucleolus. The nuclear envelope
comprises the following parts: inner and outer nuclear
membranes, perinuclear space, pores and internal dense
lamellae. The chromatin appears under two forms: clumps
of electron dense chromatin fibrils (heterochromatin) and
the reticular network of the euchromatin. The nucleolus
appears rather dense, round shaped, with a diameter
of 1.5-2 m and exhibit a fibrillo-granular texture.

The cytoplasm contains few mitochondria with and
without vacuoles, smooth and rough endoplasmic reti-
culum, polyribosomes and elements of the Golgi apparatus.

Oogonia mitosis. The most oogonia in the mitotic
stage were in metaphase which probably indicates that
the other mitotic phases are more rapid and therefore
difficult to be found. The chromosomes in metaphase
are very dense to the electrons and the microtubules seen
among them represent portions of the mitotic spindle.
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At the periphery of the cytoplasm of the oogonia in
mitotic stage, mitochondria, smooth and rough endo-
plasmic reticulum, Golgi apparatus elements, fragments
of the nuclear envelope and ribosomes are observed.

The leptotene stage. Between the 1stand 3rd postnatal
days oocytes at the leptotene stage are observed. The
nucleus is similar in structure to the interphase oogonia
but it contains chromatin in which the fibrillar material is
condensed in thread structures (leptotene-chromosomes).

The cytoplasm in oocytes at leptotene is similar to the
one at interphase oogonia. However a larger number of
mitochondria appears, as well as polyribosomes, smooth
and rough endoplasmic reticulum, and Golgi apparatus.

The Zygotene stage. Between the 3rd and 5th post-
natal days oocytes at the zygotene stage are observed.
The nucleus contains paired chromosomal threads (zygo-
tene chromosomes).

The cytoplasm in oocytes at zygotene stage is similar
to that at leptotene, although a larger number of mito-
chondrial vacuoles appears.

The pachytene stage. Between the 4th and 7th post-
natal days, occytes at the pachytene stage are observed.
The nucleus contains synaptinemal complexes ending at
the inner nuclear membrane.

The cytoplasm in oocytes at pachytene stage is similar
to that at zygotene stage, but with a still larger number
of mitochondria, polyribosomes and vesicular elements
of smooth and rough endoplasmic reticulum.

The diplotene stage. Between the 8th and 11th post-
natal days, oocytes at the diplotene stage are observed.

Each individual chromosome (chromatid) at diplotene
stage is seen as a thread from which several loops emerge
(lumpbrush-like chromosomes). The nucleolus is larger
than at previous stages, but with similar structure.

Mitochondria with and without vacuoles, smooth
and rough endoplasmic reticulum, Golgi apparatus and
polyribosomes, are more abundant.

N 9



10.

11.

12.

13.

14.

42

BIBLIOGRAFIA CITADA

Baker, T. G. € Franchi, L. L. — Lampbrush chromosomes in human oocytes.
«J. Anat. Lond.», 100, 702, 1966.

------ e ----------The fine structure of oogonia and oocytes in human ovaries.
«J. Cell Sri.», 2, 213-224, 1967.

Baker, T. G. € Franchi, L. G. — The fine structure of oogonia and oocytes in
the rhesus monkey (Macaca mulatto). «Z. Zellforsch.», 126, 53-74, 1972.

Brambell, F. W. R. — The development and morphology of the gonads of the
mouse. |. The morphogenesis of the indifferent gonad and of the ovary.
«Proc. Roy. Soc. Biol.», 101, 391, 1927.

Chiquoine, A. D. — The development of the zona pellucida of the mammalian
ovum. «Amer. J. Anat.», 106, 149-170, 1960.

Chouinard, L. A.— A light and electron microscope study of the nucleolus
during growth of the oocyte in the prepubertal mouse. «J. Cell Sri.», 9,
637-663. 1971

Du Praw, E. J. — Organization of Genetic Material in Eukaryotic Chromosomes.
Cel! division. 514-662, «Cell and Molecular Biology». Academic
Press. New York, 1969.

Frenster, J. H.— Biochemistry and molecular biophysics of heterochromatin
and euchromatin. «Handbook of Molecular Cytology» (Ed. Lima de
Faria), 251-276, North-Holland Publishing Company — Amsterdam, 1969.

Gall, J. G. e Cattan, A. G. — Cit. por J. Du Praw. «Cell and Molecular
Biology», 548-553. Academic Press. New York, 1969.

Hadek, R.— The structure of the Mammalian egg. «Intern. Rev. Cytol.», 18,
29-71, 1965.

Heitz, E.— Cit. J. H. Frenster. «Handbook of Molecular Cytology» (Ed. Lima
de Faria), 251-276, North-Holland Publishing Company — Amster-
dam, 1969.

Hion, A. — Contribution a I'étude biologique de hamster doré (Mesocricetus
auratus, W.) «Bul. Soc. Sri Bret.» XXXIX, 99-109, 1964.

McClintock, B.— Cit. por Perry, R. P.— Nucleoli: the cellular sites of
ribosome production. «Handbook of Molecular Cytology» (Ed. Lima
de Faria), 620-636. North-Holland Publishing Company — Amster-
dam, 1969.

M oses, M. J. — Synaptinemal complex. «Ann. Rev. Genetics», 2, 363-412, 1968.

L - Structure and function of the synaptonemal complex. «Genetics», 61,

Supp, 41-51, 1969.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

43

Odor, D. L. e Brandau, R. J.— Ultrastructural studies on fetal and early

postnatal mouse ovaries. 1. Histogenesis and Organogesis. «Amer. J.
Anat.», 124, 163-186, 1969.
------ e -------— Ultrastructural studies on fetal and early postnatal mouse ovaries.

1. Cytodifferentiation. «Amer. J. Anat.», 125, 177-216, 19609.

Parsons, D. F.— An electron microscope study of radiation damage in the
mouse oocyte. «J. Cell Biol.», 14, 31-48, 1962.

Perry, R. P. — Nucleoli: the cellular sites of ribosome production. «Handbook
of Molecular Cytology» (Ed. Lima de Faria), 620-636. North-Holland
Publishing Company — Amsterdam, 1969.

Peters, H. — Migration ofgonocytes into the mammalian gonad and their diffe-
rentiation. «Phil. Trans. Roy. Soc. Lond. B.», 259, 91-101, 1970.

Ris, H. — The molecular organization of chromosomes. «Handbook of Mole-
cular Cytology» (Ed. Lima de Faria), 221-250. North Holland Publishing
Company — Amsterdam, 1969.

Sandoz, D.— Variations ultrastructurales de Tappareil de Golgi au cours des
divisions cellulaires dans les spermatocytes de souris. «J. Micrs.», 15,
225-246, 1972.

Sjostrand, S. F. — Electron microscopy of cells and tissues, 393-411. Acade-
mic Press. New York, 1967.

Sotelo, J. R.— Ultrastructure of the chromosomes at meiosis. Handbook
of Molecular Cytology. (Ed. Lima de Faria), 412-434. North Holland
Publishing Company-Amsterdam, 1969.

W eakley, B. S.— Electron microscopy of the oocyte and granulosa cells in
the developing ovarianfollicles o fthe golden hamster (Mesocricetus auratus).
«J. Anat.», 100, 503-534, 1966.

------ m- Light and electron microscopy of developing germ celts and follicle cells
in the ovary of the golden hamster: twenty-four hours before birth to eight
days port partum. «J. Anat.», 101, 435-459, 1967.

Wischnitzer, S.— Intramitochondrial transformations during oocyte matura-
tion in the mouse. «J. Morphol.», 121, 29-46, 1967.

Wooltam, D. H. M, e Ford, E. H. R. — The fine structure of the mammalian
chromosome in meiotic prophase with special reference to the synapti-
nemal complex. «J. Anat.», 98, 163-174, 1964.

Y amada, E., Muta, T., Motomura, A., € Koga, H .— The fine structure of
the oocyte in the mouse ovary studied with electron microscope- «Kurume
Med. J.», 4, 148-171, 1957.

Zamboni, L. — Comparative studies on the ultrastructure of mammalian oocytes.
Oogenesis (Ed. J. D. Biggers e A. W. Schuetz), 5-46, University Park
Press, Baltimore, 1972.

N 9






FOLIA ANATOMICA
VNIVERSITATIS
CONIMBRIGENSIS

VOL Xul
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Anténio Monteiro de Lacerda

introducéao

Os ndcleos do cerebelo formam um conglomerado
de células mais ou menos continuo, de dimensdes variaveis
conforme a espécie considerada (16). A subdivisdo em
nucleos individualizados obedece a critérios varios, basea-
dos ndo s6 na sua topografia como também na citoarqui-
tectura, mieloarquitectura, desenvolvimento ontogénico e
conexdes de fibras, tanto aferentes como eferentes (14).

Classicamente, duas grandes subdivisdes se opGem
na descricdo dos ndcleos do cerebelo dos mamiferos.
Uma, no sentido mediolateral proposta por Brunner (9)
considerando um nucleo medial (NM), um ndcleo inter-
posito (NI) e um nudcleo lateral (NL); outra, no sentido
rostro-caudal, proposta por Weidenreich (43) e poste-
riormente modificada por Ogawa (29) a qual distingue
4 nacleos — o nucleo medial e o ndcleo interpdsito



posterior (NIP) que constituem um grupo postero-medial
e 0 nucleo interposito anterior (NIA) e o nucleo lateral,
formando um grupo rostro-lateral.

Embora muitos autores como Jansen e Brodal (17)
baseassem as suas descricdes nos conceitos de Brunner,
modernamente a subdivisdo rostro-caudal de Weidenreich-
-Ogawa ¢€ aceite cada vez mais, sendo seguida entre outros
por Flood e Jansen (14), Voogd (37), Courville e
Brodal (12), e vendo a sua posicdo consideravelmente
reforcada pelos trabalhos de Korneliussen e Jansen (22)
sobre a morfogénese dos ndcleos do cerebelo nos cetaceos.

Isto porém ndo implica que os limites precisos dos
diversos nlcleos continuem por definir, citando como
exemplo no caso particular do gato, a introducdo do
conceito de urna area de transicdo entre o NIA e o NL
proposto por Brodal e Courville (5) ou mesmo a
subdivisdo por Voogd (37) do NL, em 2 porgbes dis-
tintas: a «pars convexa» e a «pars rotunda», bem como
ainda as zonas «pars parvocellularis» descritas por Flood
e Jansen (14) nos nudcleos medial e lateral, o0s «sub-
-nucleus medialis parvocellularis» e «sub-nucleus lateralis
parvocellularis», respectivamente.

O facto de ndo se utilizar urna nomenclatura uniforme
acarreta consequéncias graves, tornando-se por vezes
dificil o comparar de resultados, no tocante ao local
exacto do estabelecimento de lesdes ou no da distribuigcdo
de degenerescéncia. Se 0 assunto ndo € de grande rele-
vancia quando do estudo de &reas relativamente grandes
e consideradas globalmente, j& uma andlise detalhada de
pequenas e restritas zonas dentro de um ndcleo, quer
anatdbmica como neurofisiologicamente exige uma loca-
lizagdo precisa, o que implica uma terminologia rigorosa,
se possivel uniforme, bem como uma descri¢do minuciosa
para um mais facil enquadramento da pequena area no
todo em estudo.

E objecto do presente trabalno uma anélise deta-
Ihada da morfologia dos nucleos centrais do cerebelo
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(NCC) no gato, a base de dados citomieloarquitectonicos,
numa reavaliacdo topografica dos seus limites e perspec-
tivagdo tridimensional dos mesmos.

MATERIAL E METODOS

Utilizei 6 gatos adultos normais, sacrificados por
perfusdo intravital de solucdo de formalina a 10% atraves
da aorta abdominal, ap6s anestesia por Nembutal.

Extraidos os encéfalos e isolados os cerebelos, 3 deles
foram imersos em formalina a 10% para prosseguimento
da fixacdo e posterior coloracdo mielinica segundo
M. Woelcke e os outros 3 fixados em alcool a 96° e poste-
riormente corados pela tionina.

Apo6s inclusdo em parafina, os cerebelos foram
cortados a 15 ou 20 /¢m de espessura, nos planos trans-
versal, horizontal e sagital, sendo retirado um de cada
10 cortes para subsequente coloracéo.

Os desenhos dos respectivos cortes foram feitos com
0 auxilio dum aparelho de projec¢do e os contornos dos
nucleos cuidadosamente corrigidos ao microscopio.

Elaborei diagramas dos ndcleos do cerebelo a partir
de desenhos de cortes equidistantes, nos planos trans-
versal, horizontal e sagital, adiante comentados. Foi
ainda construido, um modelo dos mesmos nucleos, em
material acrilico e realizado a base dos desenhos de cortes
em plano horizontal. Os pontos de referéncia para a
sobreposicdo dos referidos cortes foram obtidos mediante
a prévia realizacdo de dois furos no cerebelo com uma
agulha. Este mesmo modelo serviu ainda de orientacdo
para a elaboracdo de um diagrama standard dos ndcleos
do cerebelo, vistos em projeccbes ortogonais.

OBSERVACOES

O aspecto topografico apresentado pelas diferentes
massas nucleares, separadas entre si e da restante subs-
N io



tdncia branca por feixes de fibras e espacos vazios de
células nervosas, é nalguns locais de tal modo nitido que
permite uma separagdo facil das diversas subdivisdes.
Noutras ocasides, as dificuldades avolumam-se, sendo
quasi impossivel estabelecer um limite preciso entre os
nucleos, apresentando estes, aspectos diferentes, conforme
0 plano em que sdo observados.

Numa anélise sumaria e inicial do aspecto da massa
nuclear vista tridimensionalmente (ver figuras do modelo)
dois pontos se me afiguram importantes. O primeiro é
a facil identificagdo de 4 formacbBes. O segundo diz
respeito ao seu modo de agrupamento. Com efeito, se
se podem considerar dois nucleos formando uma massa
medio-caudal (0 NM e o N1P), separados por uma linha
obliqgua de diante para tras e de dentro para fora, de
uma outra massa nuclear rostro-lateral, formada pelo
complexo interposito-lateral (NIA e NL) seguindo o
critério de Weidenreich-Ogawa, um outro modo de agru-
pamento se me afigura importante e sob um ponto de
vista topografico realisticamente mais valido. Trata-se
da existéncia de 2 massas nucleares distintas: o NM por
um lado e os restantes nacleos (NIA, NIP e NL) formando
uma outra entidade. Estes ultimos nucleos, sendo nuns
pontos facilmente individualizaveis, noutros, a identificacdo
das suas linhas de separacdo oferece sérias dificuldades.

Para uma analise detalhada de cada um dos nucleos,
servi-me de varias séries de cortes do cerebelo, em planos
diferentes, tanto mais que o aspecto daqueles, variava como
atras referi, conforme a orientagdo do plano escolhido.

Assim, em séries transversais (fig. 1) o ndcleo mais
rostral a aparecer é o NIA (c. 7) apresentando habitual-
mente a forma de um crescente. Em seguida surgem o
NM e o NL (c. 10), encontrando-se este, ainda perfeita-
mente separado do NIA. No plano seguinte (c. 13)
da-se uma fusdo do NIA com o NL, segundo uma linha
dificil de demarcar e estabelecendo-se a transicdo do
NIA para o NIP (c. 16) igualmente de modo dificil de



CAUDAL VENTRAL LATERAL

fig. 1— Diagrama dos nucleos do cerebelo, vistos em séries transversal, horizon-
tal e sagital.

N io
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estabelecer quando de cortes em plano transversal.
Os planos mais caudais (c. 19 e 22) sdao formados princi-
palmente pelo NIP e pelo NM, bem como pela extremi-
dade caudal do NM. A separacdo entre o NM e o NIP
é feita habitualmente dum modo arbitrario por uma
linha que passa pelo ponto mais estreito entre os dois.

Quando, em séries horizontais (fig. 1), se a distin¢do
entre 0 NIA e o NIP é relativamente facil, ha ja no entanto
consideraveis dificuldades para a demarcacdo dos limites
entre 0 NIA e o NL. O nuacleo mais dorsal a aparecer
€ 0 NM (c. 47), surgindo o NIA e o NIP no plano seguinte
(c. 52). Nos planos imediatos aparece o NL fundido com
0o NIA (c. 57-62). Em seguida, a niveis mais ventrais
(c. 67), o NIA diminui muito de dimensdes, perfeita-
mente separado do NL ao nivel do hilo do pedunculo
cerebeloso superior e por fim ocupando uma posi¢ao
mais ventral, o NIP e o NL (c. 72).

Quando de séries sagitais (fig. 1), aparece 0 NM no
plano mais interno (c. 6), de forma triangular, e prolon-
gando-se dorso-caudalmente entre a substancia branca
dos l6bulos VI e VII no plano imediatamente a seguir
(c. 11). Nos planos seguintes (c. 16 e 21) aparece uma
massa central celular, correspondente ao ndcleo inter-
posito de Brunner e na qual se podem distinguir limites
bem definidos dorsalmente, mais ténues ventralmente,
assim como uma linha diviséria entre 2 ndcleos distintos:
um anterior, o NIA e outro posterior, o NIP. Num
plano mais externo ainda (c. 26 e 31) situa-se uma massa
nuclear, o NL, apds uma éarea de transicdo com o NIA,
designada por Brodal € Courville (5) area de tran-
sicdo NL-NIA.

A morfologia e distribuicdo neuronal pelos ndcleos
do cerebelo ndo permite uma subdivisdo dos mesmos a
luz dum critério citomorfolégico.

A andlise do material obtido mostra neurdnios de
dimensdes varidveis (fig. 2) podendo considerar 3 grupos
de acordo com as suas dimensfes: celulas de tamanho
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grande, médio e pequeno. As primeiras, de forma
poligonal ou fusiformes, com diametros por vezes ultra-
passando o0s 45 /;m apresentam-se fortemente coradas
pela tionina, com um ndcleo central relativamente palido
e abundantes corpos de Nissl. As células de tamanho
médio, com diametros entre 25-45 m distinguem-se das
anteriores pelas suas menores dimensdes, corando menos
intensamente e tendo corpos de Nissl mais finos. Por
fim, as células pequenas, entre 15 a 25 /¢m, tém uma forma
alongada, fusiforme, com um nacleo em relacdo ao corpo
celular, de grande diametro, muito mais péalidas e com
corpos de Nissl muito mais finos, quase ausentes.

Os neurbnios distribuem-se pelos ndcleos dum modo
incaracteristico, habitualmente isolados e as vezes agru-
pados em numero de 2 a 5 células, formando «ninhos»,
0 que acontece sobretudo com o0s neurbnios de pequenas
dimensfes. Por vezes h& uma maior densidade dum
determinado extracto neuronal nalgumas areas, como €
0 caso da aglomeracdo de células pequenas nos «sub-
-nucleus medialis pars parvocellularis» e «sub-nucleus
lateralis pars parvocellularis» situadas ventralmente no NM
e NL, respectivamente, e ja atras referidas.

Regra geral porém, qualquer dos nucleos consi-
derados, possui neurbnios dos 3 tipos atrds descritos.
Deste modo a citologia ndo ajuda a caracterizar e diferen-
ciar os nacleos uns dos outros, embora ajude bastante no
limitar do bordo periférico de cada um dos nacleos.
Com efeito, 0 espago vazio de células nervosas entre eles
e a substéncia branca circunvizinha envolvendo o aglo-
merado nuclear, constituem elementos preciosos na deli-
mitacdo dos contornos periféricos dos referidos nucleos.

O estudo mieloarquitectonico revela-se também, de
primeira importadncia na topografia nuclear. A anélise
das séries com coloragdo mielinica mostra-nos no entanto,
que, se no respeitante aos limites periféricos da massa
nuclear sdo duma utilidade extrema, ja 0 mesmo nao
sucede sempre, infelizmente, nos limites entre as diversas

N io



subdivisbes. Com efeito, nem sempre € nitida a sepa-
racdo entre o NIA e o NL ou entre o NIA e o NIP.
Esta, muito mais nitida do que aquela, oferece certas
dificuldades em determinados niveis.

Um forte contingente de fibras mielinizadas situa-se
na porgcdo rostral, seguindo uma linha de separacdo
entre o NM e o NIA e, um outro, correspondente ao
hilo do pedunculo cerebeloso superior, situa-se na parte
ventral do NIA e recebe fibras pela sua porgcdo mais
externa, do NL. Na fig. 3 veém-se diversos feixes de
fibras a estabelecer um limite nitido entre 0 NM e o NIA,
oferecendo j& maior dificuldade a separagdo entre o
NIA e o NIP. A linha limite entre o NIA e o NL, de
dificuldade crescente, ainda é possivel diferenciar a este
nivel, o mesmo acontecendo entre 0 NM e o NIP. De
salientar numerosos feixes de fibras de direc¢do obliqua
e curso intranuclear dentro da metade rostral do NIA.
A presenca de numerosas fibras de passagem de trajecto
intranuclear, constitui um dos principais factores a ter
em consideragdo quando da interpretacdo das conse-
quéncias de lesdes nos nuacleos do cerebelo. Infeliz-
mente, o intrincado da rede mielinica apresentado neste
tipo de coloragdo, torna impossivel um estudo sistematico
do trajecto das fibras, apenas permitindo como no caso
atrds citado, um referenciar de feixes mais importantes,
por vezes muito visiveis nalguns cortes, conforme a
orientacdo dos mesmos.

A fig. 4 mostra o modelo dos nucleos centrais dum
hemisfério cerebeloso do gato: em A uma vista de frente
e em B uma vista obliqua de cima e de frente, dos referidos
nacleos. A esquerda, nas fotografias, vé-se o ndcleo
medial correspondente ao nucleo fastigial ou ndcleo do
tecto, com uma forma de pirdmide, de vértice superior
e base triangular. De referir, na elaboragcdo do modelo
ndo serem representadas por dificuldade técnica, as
celulas nervosas de distribuicdo irregular entre o NM



Fic. 2— Neurdnios pertencentes aos nucleos do cerebelo (n. lateral). Coloracdo
pela tionina X 320.

Fic. 3— Os nucleos do cerebelo vistos em corte horizontal (c. 62 da fig. 1).
Coloragdo mielinica pelo método de Woelcke X 14.



fig. 4— Modelo dos ndcleos dum hemisfério cerebeloso. A esquerda na gravura
figura o nicleo medial. Em A —vista de frente. Em B — vista obliqgua decima
e de frente.



n

e 0s nucleos interpositos, o que podera dar a falsa ideia
duma separagdo nitida do NM dos restantes nucleos, o
que ndo é o caso. De qualguer modo no entanto, o
NM aparece sempre muito mais individualizado do que
0s restantes 3 nucleos, muito interpenetrados entre si.

A seguir na parte central veém-se 2 formagbes, uma
a frente, o NIA e outra atras, o N1P, homdélogas dos
nucleos emboliforme e globoso e que embora distintas
estdo interpenetradas. Assim, o NIA faz uma saliéncia
para dentro do NIP, sensivelmente na parte média, no
sentido dorso-ventral e o NIP recobre dorsalmente parte
do bordo caudal do NIA. De forma grosseiramente
cilindrica, este ultimo funde caudolateralmente com a
metade dorsal do NL, sendo fortemente escavado na
sua face inferior. A linha de separagdo do NIA do NL
entendo dever ser, segundo um plano obliquo e curvi-
lineo, seguindo uma direccdo de cima para baixo e de
fora para dentro, correspondente aos pontos de inflexdo
das linhas limite das massas nucleares e descrito em mais
pormenor adiante. O NIP com uma forma ovoide
aproximada e de grande eixo obliquo de cima para baixo
e de dentro para fora, de dimensdes um pouco inferiores
as do NIA, prolonga-se um pouco mais no sentido ven-
tral do que este nacleo. Por fim, o NL ocupando uma
posicdo lateral, a direita nas figuras, homologo do nucleo
dentado ou oliva cerebelosa, tem uma forma conica, lem-
brando grosseiramente uma «almotelia» e prolongando-se
ventralmente dum modo irregular por baixo do NIA.

A fig. 5 é um diagrama dos nucleos do cerebelo de
um hemisfério, vistos em projeccdes ortogonais (vista
de frente e vista de cima), estando referenciados os niveis
aproximados dos diversos cortes (numeracdo idéntica)
utilizados no diagrama da fig. 1

Ao contrario do verificado no modelo, agora ja
estdo representadas as colunas de células nervosas pre-
sentes entre 0 NM e o NIA, bem como entre aquele e o

N io
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NIP. Os 2 nucleos interpositos, quando de vista de
frente (desenho superior) tém projeccOes sobrepostas pelo
que designo o conjunto por NIA/NIP.

Numa vista de cima (desenho inferior) o NIA ocupa
a parte rostral e o NIP a caudal, embora parte do bordo
caudal do NIA se insinue no NIP. Por sua vez, o polo
latero-ventral deste ultimo situa-se por baixo do NIA
e do NL (linha tracejada no desenho inferior e linha
pontuada no desenho superior).

A linha de separacdo entre o NIA e o NL, respei-
tando unicamente a metade dorsal deste, estd representada
a tracejado cheio. Orienta-se obliguamente de cima para
baixo e de fora para dentro (desenho superior da fig. 5)
e tem uma orientacdo curvilinea num sentido rostro-caudal
com concavidade interna (desenho inferior da fig. 5). Nitida
na parte rostral é bastante imprecisa na parte caudal.

A projeccdo medial da parte ventral do NL, situada
por baixo do NIA estd representada a pontuado no
desenho inferior da fig. 5 e a tracejado fino no desenho
superior da fig. 5.

COMENTARIOS

Da descricdo feita dos nucleos do cerebelo, ressalta
a subdivisdo em 4 nucleos como o proposto por Wei-
denreich-Ogawa e orientagdo seguida por diversos auto-
res (5, 6, 7, 12, 13, 14, 37, 40), a saber: nlcleo medial,
nucleo interpdsito anterior, nlcleo interpésito posterior
e nlcleo lateral. A analise particular dos mesmos mostra
que o NM ¢ facilmente identificavel em qualquer dos
planos, o que ndo impede de haver alguns agregados
celulares entre ele e 0 NIA, bem como e agora mais inti-
mamente entre o NM e o NIP. De salientar contudo,
a individualizagdo do NM do restante conjunto nuclear
formado pelo NIA, NIP e NL, individualizagdo essa que
se me afigura muito mais evidente do que propriamente
um agrupamento dos 4 nucleos em dois grupos segundo
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fio. 5 — Diagrama das projecgdes dos nucleos dum hemisfério cerebeloso em
planos ortogonais.
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uma divisdo rostro-caudal, como adiante se discutira.
A delimitagdo do NIP do NIA e deste do NL oferece
dificuldades vérias. Se bem que utilizando cortes no
plano horizontal e sagital seja relativamente facil a dis-
tincdo entre os 2 ndcleos interpositos, o0 mesmo ndo se
verifica no limite entre o NIA e o NL, qualquer que seja
0 plano considerado. Assim, para Courville e Bro-
dal(12) este limite situa-se mais lateralmente do que o
considerado por Flood e Jansen (14) e Voogd (37).
Com efeito, se compararmos o plano 9 do diagrama
standard de Voogd dos nucleos do cerebelo em corte
sagital (37) com o desenho nimero 8 da fig. 1 de Cour-
ville e Brodal (12), vemos que aquilo que para estes
autores é NIA, para Voogd é NL (pars convexa do NL).
Recentemente, nalguns trabalhos (5, 6, 7) observa-se a
introducdo do conceito de uma &rea de transicdo NL-
-NIA e muito embora nalgumas circunstancias seja (util
por razBes descritivas, por enquanto carece de critério
valido para ser encarada como &rea particular.

Para Voogd (37) no entanto, a nomenclatura dos
nacleos do cerebelo é entendida de modo diferente,
admitindo que o NIA juntamente com a parte dorsal
do NL formariam um todo uUnico (Lc-NIA), sendo até
secundario o problema do limite entre o NIA e o NL
e considera a diferenca principal no NL, que divide em
duas porcdes: uma situada rostro-ventralmente em relagéo
ao hilo e dorsal ao pedunculo dofloculus, de forma circular,
a sua «pars rotunda» (Lr) e uma outra caudal e dorsal, a
«pars convexa» (Lc) fundindo-se internamente com o NIA.

Em apoio desta subdivisdo, alega a distribuicdo parti-
cular no pedunculo cerebeloso superior, das fibras eferentes
originarias das subdivisdes atras citadas, bem como ainda
os resultados obtidos nas projecgOes cortico-nucleares (38).

O limite entre o NIA e o NL como o definido no
presente estudo e representado nos diagramas, baseia-se em
elementos topogréficos dos referidos nudcleos vistos tridi-
mensionalmente.
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Embora como referi atrds, tivesse confirmado a
existéncia de «areas menores» dentro dos diversos nucleos,
como o0 caso das subdivisdes descritas por Flood e Jan-
sen (14) nédo vi interesse em as individualizar.

Utilizando no estudo da citoarquitectura coloragdes
citologicas pelo método de Nissl, os resultados apresen-
tados sdo conformes aos de outros autores (14, 36 e 37)
bem como com os resultados obtidos por Matsushita
e IwAHORi (26, 27) em material Golgi. Estes autores
descrevem igualmente trés tipos diferentes de células
nervosas em cada um dos nucleos e acentuam que a
distribuicdo neuronal nos NCC néo pressupbe uma
especificidade de células para um determinado ndcleo.
De particular interesse ainda, os estudos ultrastruturais
de Sotelo e Angaut (36), que ndo encontraram igual-
mente diferencas especificas importantes entre os dife-
rentes nucleos do cerebelo. Quanto a tipologia neuronal
sémente diferenciavam duas categorias, exibindo as mesmas
caracteristicas citoldgicas tanto as células grandes como as
de tamanho médio. Deste modo apenas entendem dever
distinguir-se dois tipos de neurdnios: os grandes, com
dimensbes de 25 a 50 pm e os pequenos, entre 15 a 25 ~m.

De interesse especial no respeitante aos NCC, é ndo sé
a sua subdivisdo, como igualmente a sua representacao.

Habitualmente esta Gltima faz-se através de desenhos
seriados de cortes num dos planos, com as vantagens
e inconvenientes ja atras referidos, mas um problema
subsiste: o da comparagdo dos diversos niveis quando
de séries cortadas em outros planos.

A fim de obter uma representacdo mais completa
dos NCC, elaborei o diagrama da fig. 5, podendo através
do sistema de projecgdes ortogonais obter a localizagdo
duma area em estudo, com a vantagem de, através do
mesmo, ser possivel uma razoavel comparagdo de resul-
tados.

Por fim, referente ainda a subdivisdo dos NCC néo
poderemos ignorar a organizacdo do cortex cerebeloso

N io
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e as correspondentes projeccOes corticonucleares, bem
como ainda elementos fornecidos quanto a organizagédo
e distribuicdo das fibras eferentes dos mesmos nucleos.
Voogd propés uma organizacdo do coértex em zonas
longitudinais, projectando cada uma delas para uma
das seguintes subdivisdes: NM, Lc-NIA, NIP e Lr, para
além dos nucleos vestibulares (37). Baseou a sua pro-
posicdo ndo sO6 nos resultados obtidos das projeccdes
corticonucleares como ainda em dados mieloarquitec-
tonicos respeitantes a distribuicdo dos sistemas aferentes
do cortex cerebeloso e especificamente da projecgédo
olivo-cerebelosa (39). Esta nogdo de organizacdo longi-
tudinal multizonal estaria de acordo com trabalhos de
corticogénese cerebelosa (19, 20 e 21) e com diversas obser-
vacOes neurofisioldgicas (4 e 34) nomeadamente trabalhos
de Oscarsson e colaboradores (24, 25, 30, 31, 32 e 33)
que confirmaram a existéncia de uma organizagdo, como
a proposta, ao nivel do vérmis e parte intermédia do lobo
anterior do cerebelo. No coelho, Van Rossum (35) con-
firmou a tese de Voogd estudando as projeccdes corti-
conucleares do lobo anterior e vérmis posterior, embora
referindo uma maior complexidade a descrita no gato.
Ao nivel dos hemisférios no entanto, trabalhos recentes
de Brodal e Courville (5) e de Courville, Diakiw
e Brodal (13) referentes as projeccdes corticonucleares,
respectivamente de Crus Il e do lobo paramediano,
parecem ndo confirmar totalmente a tese de Voogd,
pois cada uma das faixas longitudinais dentro do mesmo
lobo projectaria ndo para uma Unica subdivisdo, mas
simultdneamente para trés delas: NIP, NIA e NL, embora
com intensidades diversas.

Do referido sobressai que dum modo geral o vérmis
estd em relacdo com o NM bem como com os ndcleos
vestibulares, estando o restante coOrtex em relacdo com
uma massa nuclear formada pelo NIP, NIA e NL cons-
tituindo no seu conjunto uma entidade independente.
Esta subdivisdo que ja atras referi, tem a vantagem de
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ndo isolar, compartimentando, nucleos, que sob um
ponto de vista funcional parecem estar interdependentes.
O grupo formado pelo NIP, NIA e NL estaria no que
respeita ao lobo anterior em relagdo estreita com uma
organizacdo homogéneo-dependente, considerando segundo
a proposicdo de Voogd uma faixa longitudinal cortical
correspondente a uma divisdo nuclear (admitindo mesmo
a divisdéo do NL em duas partes).

Nos hemisférios, se admitirmos a divergéncia zonal
de projeccbes (5 e 13) prevalece uma organizagcdo hetero-
géneo-dependente com uma potencial multi-representacdo
nuclear, dentro de uma Unica faixa longitudinal.

Deste modo penso que, continuando a aceitar a
divisdo em 4 nucleos distintos, estes deverdo agrupar-se
de um modo diferente. Assim, ao invés de um grupo
mediocaudal (NM e NIP) e rostro-lateral (NIA e NL),
devera preferir-se um agrupamento, considerando o NM
por um lado e os restantes ndcleos (NIP, NIA e NL),
solidarios em ordem de interdependéncia crescente, por
outro. O NIP morfo-funcionalmente parece ser o nucleo
mais diversificado do conjunto. Segue-se o complexo
interposito-lateral (NIA e NL) ndo sendo de excluir
areas menores dentro do conjunto.

Esta subdivisdo dos nucleos do cerebelo, ajusta-se
aos conceitos de Arien (1) e encontra igualmente suporte
nas projeccdes eferentes dos referidos nucleos. Com
efeito o NM projecta principalmente para 0s nucleos
vestibulares e formacdo reticulada bolbo-protuberancial,
através do feixe uncinado e do feixe fastigio-bolbar
directo (37, 41, 42), enquanto o NIP, NIA e NL pro-
jectam fundamentalmente para o nucleo vermelho, tdlamo,
subtalamo, regido tectal, substancia cinzenta periaque-
ductal e formacdo reticulada (2, 3, 10, 11, 18, 28 e 37),
através do pedunculo cerebeloso superior.

A presenca no terco médio do pedunculo cerebeloso
superior, de fibras originarias no NIP e algumas, embora
em pequeno ndmero, no NM e, nos dois tercos laterais,

10
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de fibras com origem no NIA e no NL (37) constitui
um elemento importante que confirma uma individuali-
zacdo do NIP do restante complexo interpdsito-lateral.
Isto reforcado pelo facto do NIP ndo projectar ou de
modo muito escasso o fard, ao contrario do NIA e NL,
para o nucleo reticularis tegmenti pontis (NRT) (7, 8),
bem como para os ndcleos ponticos propriamente ditos (6).
O pequeno contingente de fibras originarias do NM homo-
lateral e localizado ventromedialmente no terco médio
do pedunculo cerebeloso superior, penso que ndao podera
justificar a subdivisdo dos NCC numa parte médiocaudal
(NM e NIP). Com efeito, ele representa uma fraccao
minima das fibras quando comparado com a totalidade
das fibras eferentes do NM. Finalmente, dentro do
NIA-NL h& &reas especificas de projeccdo para o NRT
e nucleos pénticos (6, 7) bem como para a oliva infe-
rior (15 e 23).

A complexidade estrutural dos nlcleos do cerebelo,
muito longe ainda de ser esclarecida, nomeadamente o0s
circuitos intranucleares e a convergéncia crescente de
informagdo num mecanismo integrador, constituem outros
tantos factores a condicionarem uma subdivisdo dos
NCC necessariamente simples, face ao estado actual dos
nossos conhecimentos.

RESUMO

A morfologia dos ndcleos do cerebelo no gato adulto
foi estudada em séries transversais, horizontais e sagitais
de cortes do cerebelo corados pela tionina e pela coloragéo
mielinica de M. Woelcke.

A andlise topografica e citomieloarquitecténica permi-
tiram identificar 4 formagGes: os nucleos medial, inter-
posito anterior, interpdsito posterior e lateral.

Embora admitindo a terminologia de Ogawa, a
subdivisdo rostro-caudal de Weidenreich-Ogawa com um
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grupo caudomedial (NM e NIP) e um grupo rostrolateral
(NIA e NL) propde-se uma outra subdivisdo formada
ainda por dois grupos. Um, englobando o NM e o
outro os restantes ndcleos (NIP, NIA e NL) que formam
uma entidade anatomo-funcional distinta, com os dife-
rentes nucleos interdependentes num grau variavel.

Construiu-se um modelo dos nucleos do cerebelo,
muito atil para uma perspectivagdo tridimensional dos
mesmos e que ajudou a sua representacdo através dum
diagrama das suas projeccbes num sistema de planos
ortogonais.

SUMMARY

The morphology of the cerebellar nuclei of the cat
was studied in serial transversal, horizontal and sagittal
sections through the cerebellum stained with thionine
and M. Woelcke’s mielin stain.

The sections were drawn and a three-dimensional
reconstruction was made using a plastic model.

On the basis of topography, cytoarchitecture and
myeloarchitecture, four cerebellar nuclei were identified:
medial, anterior interpositus, posterior interpositus and
lateral nuclei. Although the terminology of Ogawa is
accepted, it is proposed that the rostrocaudal subdivi-
sion of the central cerebellar nuclei of Weidenreich-
-Ogawa into a caudomedial and a rostrolateral group
might advantageously be changed for another subdivision.
Two groups may be separated: one with the medial
nucleus, the other with the posterior interpositus, the
anterior interpositus and the lateral nuclei. The second
group includs parts which, although morphologically
distinct, have close anatomical and connectional afinities.

Trabalho realizado no Laboratério de Ana-
tomia Normal Doutor Maximino Correia da
Faculdade de Medicina de Coimbra, Subsi-
diado pelo 1.A.C., projecto CMC 3/4. Direc-
tor-Prof. Doutor Herméttio Cardoso Inécio

N io



20

BIBLIOGRAFIA

1— Allen, F. W. — Distribution of the fibers originating from the different basal
cerebellar nuclei. J. comp. Neurol., 36, 399-439, 1924.

2 — Angaut, P. — Etude anatomique expérimentale des efférences cérébelleuses
ascendantes. Analyse électro-anatomique des projections cérébelleuses sur
le noyau ventral latéral du thalamus. Paris thése, 1969.

3 The ascending projections of the nucleus interpositus posterior of the cat
cerebellum: An experimental anatomical study using silver impregnation
methods. Brain Research, 24, 377-394, 1970.

4 — Batini, C. and Pompeiano, O. — Effects of rostro-medial and rostro-lateral
fastigial lesions on decerebrate rigidity. Arch. Ital. Biol., 96, 315-329, 1958.

5— Brodal, A. and Courville, J. — Cerebellar corticonuclear projection in the

cat. CruslIl. Anexperimental study with silver methods. Brain Research,
50, 1-23, 1973.
6 --—--—--Destombes, J.,, Lacerda, A. M. and Angaut, P. — A cerebellar pro-

jection onto the pontine nuclei. An experimental anatomical study in
the cat. Exp. Brain Res., 16, 115-139, 1972.

7 --—-—--Lacerda, A. M., Destombes, J. and Angaut, P. — The pattern in the
projection of the intracerebellar nuclei onto the nucleus reticularis tegmenti
pontis in the cat. An experimental anatomical study. Exp. Brain Res., 16,
140-160, 1972.

8 — Brodal, A. and Szikla, G. — The termination of the brachium conjunctivum
descendens in the nucleus reticularis tegmenti pontis. An experimental
anatomical study in the cat. Brain Research, 39, 337-351, 1972.

9 — Brunner, H.— Die zentralen Kleinhirnkerne bei den S&ugetieren. Arb.
Neurol. Inst. Univ. Wien 22, 200-277, 1919.

10 — Cohen, D., Chambers, W. W. and Sprague, J.M .— Experimental study of
the efferent projections from the cerebellar nuclei to the brainstem of the
cat. J. comp. Neurol., 109, 233-259, 1958.

11— Courville, J. — Somatotopical organization of the projection from the nucleus
interpositus anterior of the cerebellum to the red nucleus. An experimental
study in the cat with silver impregnation methods. Exp. Brain Res., 2,
191-215, 1966.

12 e and Brodal, A. — Rubro-cerebellar connections in the cat; an experi-
mental study with silver impregnation methods. J. comp. Neurol., 126,
471-485, n.° 3, March, 1966.



2

13 — CouRVILLE J., Diakiw, N. and Brodal, A .— Cerebellar corticonuclear pro-
jection in the cat. The paramedian lobule. An experimental study with silver
methods. Brain Research, 50, 25-45, 1973.

14— Fi1ood, S. and Jansen, J.— On the cerebellar nuclei in the cat. Acta Anat.,
46, 52-72, 1961.

15— G raybiel, A.M., Nauta, HJW., Laser, R.J. and Nauta, W.J.H. — A cere-
bello-olivary pathway in the cat: an experimental study using autoradio-
graphic tracing techniques. Brain Research, 58, 205-211, 1973.

16 — Jansen, J. — On the morphogenesis and morphology of the mammalian cere-
bellum. In Aspects of Cerebellar Anatomy (J. Jansen and A. Brodal,
eds., 189-197). Johan Grundt Tanum, Oslo, 1954.

17 - and Brodatl, A. — Experimental studies on the intrinsic fibers of the cere-
bellum. Il. The cortico-nuclear projection. J. comp. Neurol., 73, 267-
-321, 1940.

18 - and Jansen, J. Jr. «— On the efferent fibers of the cerebellar nuclei in the

cat. J. comp. Neurol., 102, 607-632, 1955.

19 — Korneliussen, H.K.— Cerebellar corticogenesis in Cetacea, with special
reference to regional variations. J. Hirnforsch., 9, 151-185, 1967.

20 ---—-- On the ontogenetic development of the cerebellum (nuclei, fissures, and
cortex) of the rat with special reference to regional variations in corticogenesis
J. Hirnforsch., 10, 379-412, 1968.

21 - Cerebellar organization in the light of cerebellar nuclear morphology and
cerebellar corticogenesis. In R. Llinds, Neurobiology of cerebellar evolu-
tion and development. Am. Med.Assoc., Chicago, 1969.

22 — Korneliussen, H.K. and Jansen, J. — On the early development and homology
of the central cerebellar nuclei in Cetacea. J. Hirnforsch 8, 47-56, 1965.

23 — Lacerda, A.M. — Alguns aspectos da projeccdo dos nucleos centrais do
cerebelo para a regido da oliva bolbar. Um estudo experimental no gato.
Folia Anat. Univ. Conimbr., 42, 9, 1-19, 1973.

24 — Larson, B, Mitter, S. and Oscarsson, O.— Termination and functional
organization of the dorsolateral spino-olivocerebellar path. J. Physiol., 203,
611-640, 1969.

25 e e A spinocerebellar climbing fibre path activated by the flexor
reflex afferents from all four limbs. J. Physiol., 203, 641-649, 1969.

26 — M atsushita, M. and Iwanori, N. — Structural organization of the fastigial

nucleus. 1. Dendrites and axonal pathways. Brain Research, 25, 597-
-610, 1971.
27 - Structural organization of the interpositus and the dentate nuclei.

Brain Research, 35, 17-36, 1971.

28 — Mehter, W.R., Vernier, V.G. and N auta, W.J.H. — Efferent projections from
dentate and interpositus nuclei in primates. Anat. Record, 130, 430-
-431, 1958.



29 — O0gawa, T. — Beitrége zur vergleichenden Anatomie des Zentralnervensystems
der Wassersaugetiere: Uber die Kleinhirnkerne der Pinnipedien und Zeta-
zeen. Arb. Anat. Inst. Sendai, 17, 63-136, 1935.

30 — Oscarsson, O.— Termination and functional organization of the ventral
spino-olivocerebellar pathway. J. Physiol. 196, 453-478, 1968.

31 - Termination and functional organization of the dorsal spino-olivocerebellar
path. J. Physiol. (London), 200, 129-149, 1969.

32 - The sagital organization of the cerebellar anterior lobe as revealed by the

projection patterns of the climbing fiber system. In R. Llinas, Neurobiology
of cerebellar evolution and development, 525-537. Am. Med. Assoc.,
Chicago, 1969.

33 - and Uddenberg, N. — Somatotopic termination of spino-olivocerebellar
path. Brain Research, 3, 204-207, 1966.

34 — Pompeiano, O.— Risposte posturali alia stimolazione elettrica della parte
intermedia des Lobus Anterior del cervelleto nel gatto decerebrato. Arch.
Sei. biol., 41, 513-540, 1957.

35— Rossum, J. Van.— Corticonuclear and Corticovestibular Projections of the
Cerebellum. An Experimental Investigation of the Anterior Lobe, the Sim-
ple Lobule and the Caudal Vermis in the Rabbit. (Thesis) Van Gorcum,
Assen, 1969.

36 — Sotelo, C., Angaut, P. — The fine structure of the cerebellar central nuclei in
the cat. 1. Neurons and neuroglial cells. Exp. Brain Res., 16, 410-430, 1973.

37— Voogd, J.— The cerebellum of the cat. Structure and fibre connections
(Thesis). Leiden, Assen, Van Gorcum 1964.

38 - Comparative aspects of the structure and fibre connexions of the mam-
malian cerebellum. In Progress in Brain Research, 25, 94-134, 1967.

39 - The importance of fiber connections in the comparative anatomy of the
mammalian cerebellum. In R. Llinds (Ed.). Neurobiology of Cerebellar
Evolution and Development. Amer. Med. Ass., Chicago, pp. 493-514, 1969.

40 — Walberg, F. and Jansen, J. — Cerebellar corticonuclear projection studied
experimentally with silver impregnation methods. J. Hirnforsch, 6, 338-354,
1964.

e Pompeiano, O., Brodal, A. and Jansen, J.— The fastigio—vestibular
projection in the cat. An experimental study with silver impregnation
methods. J. comp. Neurol., 118, 49-76, 1962.

R ] , Westrum, L.E., Hauglie-Hanssen, E. — Fastigioreticular fibers in
cat. An experimental study with silver methods. J. comp. Neurol., 119,
187-199, 1962.

43 — Weidenreich, F.—Zur Anatomie der centralen Kleinhirnkerne der S&uger.
Z. Morph. Anthr. 1, 259-312, 1899.



FOLIA ANATOMICA
VNIVERSITATIS
CONIMBRIGENSIS

VOL. XLIII

CONTRIBUICAO DA CORONARIOGRAFIA
NO ESTUDO DAS CONSEQUENCIAS
DA OCLUSAO CORONARIA EXPERIMENTAL

POR

Herménio Cardoso,
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e
Colaboradores

Sabe-se hoje que as consequéncias da oclusdo de
uma artéria coronéria cardiaca, dependem de multiplos
e variados factores de ordem metabodlica e hemodindmica
em relacdo, ndo s6é com acg¢Bes neuro-hormonais efecti-
vadas pelo simpatico e parassimpatico, mas também
de uma regulacdo autébnoma da circulagdo coronaria.
O mecanismo de accéo destes factores, comeca a ser agora
compreendido mas apresenta ainda muitos pontos obs-
curos que necessitam de completo e aturado estudo.
Na verdade, para explicar os resultados de uma obstrugéo
coronaria, ha que conhecer ndo s6 a anatomia da macro
e microcirculagcdo corondria cardiaca, que como se sabe*

* Trabalho apresentado no Congresso das Sociedades Luso-Brasileira, Espa-
nhola e Portuguesa de Anatomia, realizado no Porto em Julho de 1973.



representa um caso muito particular entre as circulagoes
nutritivas dos orgdos da economia, mas ainda a sua fisio-
logia e fisiopatogenia, o que s6 se pode conseguir reunindo
os dados de muitas e diferentes técnicas, capazes de elu-
cidarem o investigador sobre os varios factores a que ja
nos referimos.

Os trabalhos por noés iniciados em 1962 sobre oclu-
sbes coronarias experimentais controladas pelo estudo
enzimatico e electrocardiografico, eram seguidos de estudo
post-morten utilizando a coronéariografia, a técnica de
corrosdo de Ruyshe e do estudo macro e microscopico
dos territorios das artérias obstruidas. VerificAmos que
as consequéncias da oclusdo brusca da artéria coronaria,
a 1,5 cm da sua origem, eram diferentes em animais adultos
e nos que sobreviviam encontrdmos redes anastomoticas
macroscépicas importantes, que quanto a nés, poderiam
explicar, em parte, a sobrevivéncia destes animais.

N&o sabiamos, no entanto, se esses animais possuiam,
antes da obstrucdo, especial desenvolvimento das suas
anastamoses que explicasse a maior resisténcia a laqueacao
e as pequenas dimensfes das lesGes de necrose miocardica
que em 50% dos casos ndo tinham traducdo electrocar-
diogréfica.

Pensamos que a artériocoronariografia no vivo, mos-
trando-nos a rede arterial antes da ocluséo, nos poderia
dar uma resposta. Com base na técnica de Arnulf apu-
ramos, em trabalhos anteriores, uma técnica de artério-
coronariografia cujos resultados publicados em 1971
se mostraram satisfatérios, permitindo-nos visualisar ndo
S0 0s troncos das artérias coronarias como grande parte
dos seus ramos colaterais (figs. n.°s 2, 3, 4, 5, 7 e 9).

MATERIAL E TECNICAS

As experiéncias foram realizadas em 40 cdes adultos
de raca vulgar. Como anestésico usou-se o pentotal
sédico por via endovenosa.



Laqueamos o ramo interventricular anterior da arté-
ria corondria esquerda, pelo método de oclusdo brusca
e completa com tdérax aberto. Os cées foram sujeitos
a toracotomia, seguida de pericardiotomia e isolamento
da artéria interventricular anterior, que laqueamos a diver-
sos niveis do seu segmento proximal.

Antes da intervencdo cirurgica, colhemos electrocar-
diogramas e obtivemos arteriocoronariografias, utilizando
a técnica de cateterismo arterial retrogrado, com paragem
cardiaca pela acetilcolina.

Apb6s a oclusdo da artéria interventricular anterior
e a obtencdo de novos tragcados electrocardiograficos,
procedemos a nova arteriocoronariografia.

Os cdes que sobreviviam a estas intervencBes e as
lesbes miocardicas que delas resultavam, eram sacrificadas
ao fim de 30 dias depois de obtermos um electrocardio-
grama e nova arteriocoronariografia.

Os coracg0Oes isolados eram sujeitos a estudo macros-
copico e depois de injectarmos as artérias coronarias com
uma mistura de minio e colddio obtinhamos imagens
radiograficas que se comparavam com as obtidas no vivo.

Em alguns coracbes fizemos o estudo microscépico
das zonas com enfarte macroscépico e das regides miocar-
dicas vizinhas.

Nas Ultimas experiéncias fizemos colheitas de electro-
cardiogramas nas horas e dias que se seguiram a oclusao
coronéria e arteriocoronariografias dez dias ap6s a oclusao.

METODO E RESULTADOS

ApG6s um jejum de 24 horas, 0s cdes eram anestesiados
com pentotal soédico por via endovenosa e mantidos,
durante toda a intervengdo, com gota a gota de soro fisio-
I6gico ao qual se adicionavam 5000 U. de heparina.
Colhiamos um electrocardiograma com o cdo em decubito
dorsal, usando agulhas subcutdneas como eléctrodos.
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Procedia-se a intubagdo endotraquial e obtinha-se
a paragem respiratéria administrando uma ampola de
Galhamina. A respiragdo passava a ser comandada por
maquina eléctrica capaz de insuflar e aspirar ar simples
ou com oxigénio, a ritmo e volume regulaveis.

Feito o desbridamento de uma artéria fémoral,
introduziamos um cateter opaco aos Raios X, de ponta
curva e com orificios laterais, que se fazia progredir até
as valvas sigmoides aorticas. Seguia-se uma radiografia
de controle para rectificar a posicdo do cateter.

Faziamos entdo a toracotomia a nivel de 50 ou
60 espago intercostal, seguida de pericardiotomia.

Verificada a posigdo correcta do cateter, injectadvamos
por ele rapidamente, 200 a 600 mg. de acetilcolina. Obtida
a paragem cardiaca, confirmada electrocardiograficamente,
injectdvamos 20 cc. de Fortombrine a 70% através do
cateter, a uma pressdo de 5 kg por cm2, utilizando o sis-
tema descrito em trabalho anterior.

O disparo para obter a radiografia coincidia com o fim
da injeccdo do produto de contraste e a incidéncia que
preferimos foi a obliqua anterior esquerda.

Para restaurarmos o ritmo cardiaco, mais rapidamente,
injectdvamos através do cateter uma ou duas ampolas
de sulfato de atropina e em alguns casos tivemos que
recorrer a massagem cardiaca.

Procediamos depois a disseccdo da artéria interven-
tricular anterior, operacdo dificil num coragdo em fun-
cionamento, do que resultou a morte de 4 cées e termos
que laquear em 5 casos, ndo s6 a artéria, como as veias
satélites. As primeiras laqueacdes foram feitas a cerca
de 1 cm. da origem da artéria interventricular anterior.

Apos a colheita de novo tragado electrocardiogréfico,
provocavamos nova paragem cardiaca e obtinhamos uma
coronariografia, a fim de verificarmos as consequéncias
imediatas da laqueacdo. Apds esta segunda paragem
cardiaca, oito dos cdes, apesar de todas as manobras
médicas de reanimacdo, ndo retomaram o ritmo cardiaco



Figs. | e 2— E.C.G. e arteriocoronariografia obtidas apds injeccdo de 200 mg. de Acetilcolina
(cdo n.° 1/73).

Figs. 3 e 4 — Arteriocoronariografias obtidas antes e apds a laqueagdo da artéria interventricular
anterior, abaixo da origem da primeira septal e da artéria obliqua do ventriculo esquerdo. (Céo 8/73).



Figura 6

Coronériografia obtida por injeccdo de
mistura de minio e colédio na artéria
coronéria esquerda de um coracéo iso-
lado e sem laqueacdes, vendo-se a artéria
interventricular anterior e seus ramos
(& esquerda) e a artéria circunflexa e
seus ramos (a direita). (Céo n.° 15/73).



Figura 8

Corondriografia no coragdo isolado ven-
do-se o local da laqueagdo da artéria
interventricular anterior e a la septal
anterior (a esquerda) e a artéria circunflexa
e seus ramos (a direita). (Cédo n.° 17/73).

Figura 7

Arteriocoronariografia obtida jmediata-

mente apés a laqueacao da artéria inter-

ventricular anterior, a cerca de 1 cm. da

sua origem, respeitando a integridade da
l.a septal. (Céo n.° 17/73).



Figura 10

Coronariografia dc mesmo céo, obtida por
injeccdo de produto de contraste na artéria
coronaria esquerda, com o coragdo iso-
lado. (Céo n.° 29/72). Pode-se ver com
a maior nitidez a referida anastomose e
visualizar toda a artéria interventricular
anterior, excepto o segmento que corres-
ponde a zona da cicatriz do enfarte.

Figura 9

Arteriocoronariografia obtida 30 dias

ap6s a laqueagdo da artéria interven-

tricular anterior, abaixo da l.a septal

(Céo n.° 29/72). Pode-se ver na ponta

do coragdo as anastomoses que permi-

tiram visualizar a porcdo distai da arté-
ria interventricular anterior.



normal, entraram em fibrilhacdo, acabando por morrer.
Dos que sobreviveram a operacdo e a segunda paragem
cardiaca, onze faleceram nas primeiras horas ou nos
primeiros trés dias da operacdo, razdo pela qual comeca-
mos a fazer laqueacbes para além da emergéncia da
artéria obliqgua do ventriculo esquerdo e da primeira
septal. Destes animais, apenas nos faleceu um durante
a intervencdo, pois fez uma paragem cardiaca por excesso
de dose de Lidocaina, administrada para vencer uma
extrassistolia muito frequente. Outros trés faleceram nos
primeiros dias em virtude do seu enfarte ou de compli-
cacOes infecciosas.

Os animais que sobreviveram foram sacrificados aos
trinta dias com um excesso de pentotal, antes do que eram
submetidos a novo electrocardiograma e arteriocorona-
riografia.

Em todos os casos procedemos ao estudo post-morten,
em coracOes isolados, através de injeccbes de minio e
colédio, o que nos permitiu confirmar os resultados das
arteriocoronariografias e colher mais alguns dados.

O territério miocardico correspondente a artéria
obstruida nem sempre apresentava enfartes miocardicos
macroscopicamente visiveis, mas o exame histolégico
de alguns desses coragGes, mostrava zonas de necrose
intramiocéardicas, se bem que pouco extensas. Nesses
casos, como ja referimos em trabalhos anteriores, o electro-
cardiograma nunca chegou a apresentar ondas de necrose.

CONCLUSOES

A técnica de arteriocoronariografia pelo cateterismo
retrégrafo, com paragem cardiaca pela acetilcolina, parece-
-nos muito Util nos estudos experimentais, permitindo-nos
conhecer a disposicdo das artérias coronarias no Vvivo,
localizar precisamente o local das obstrucdes arteriais
praticadas e verificar as modificacdes imediatas e tardias



dessas oclusBes. Usada conjuntamente com outras técni-
cas, pode ser um auxiliar valioso no estudo da circulagéo
coronaria.

Nos casos estudados, ndo encontrdmos anastomoses
visualizaveis pela arteriocoronériografia nos animais saos
e o facto de alguns terem resistido a laqueagdo, ndo se
pode explicar por uma disposi¢do especial da rede coro-
naria macroscopica.

A lagueacgdo brusca a 1,5 ou 2 cm. da origem da arté-
ria interventricular anterior no cdo, ndo leva necessaria-
mente a morte do animal. Nos casos em que foi feita
a juzante da origem da artéria obliqua do ventriculo
esquerdo ou da primeira septal, 50% dos animais sobre-
viveram e desenvolveram uma rede anastomotica macros-
copica que, no entanto, sé conseguimos visualizar 30 dias
ap6s a laqueacdo.

Trabalho realizado no Laboratério de Anatomia
Normal da Faculdade de Medicina de Coimbra,
subsidiado pelo Instituto de Alta Cultura.

Director: Prof. Doutor Hermeénio Cardoso
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