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Com a criagio em 1970 do Projecto de Investigagdo
PMC/5-1 (Neuroanatomia) do Instituto de Alta Cultura
constituiu-se no Instituto de Anatomia da Faculdade de
Medicina do Porto wma pequena equipa de trabalho, cuja
finalidade era prosseguir e ampliar estudos neuroanatémicos,
jé entdo em curso. Quando dois anos wolvidos, se fez o
balango da sua actividade, chegaram os seus orientadores,
os Professores Doutores Abel Sampaio Tavares e Alexandre
Sousa Pinto a4 conclusio de que o trabalho produzido até
entdo era suficientemente encorajador, para se proceder «a
maior diferenciacio tecnologica dos elementos que a cons-
tituiam.

Nesta perspectiva desloquei-me o Inglaterra para wm
estdgio de um ano num dos maiores centros mundiais de
Sinaptologia, o Departamento de Anatomia do <«University
College» de Londres, onde, sob la supervisio do Professor
George Gray, trabalhei em pesquisas de ultrastrutura sinap-
tolégica.

A forte personalidade de George Gray, bem como a sua
solida formacdo bioldgica, contribuiram grandemente para
me incutir o gosto pelos estudos de Anatomia Comparada
nesse sector, fazendo-me reviver, a breve prazo, os anos lon-
ginquos do licew, quando jd era convicto adepto das teorias
transformistas de Lamarck e Darwin.

Quando comecei a pensar no trabalho que deveria um
dia apresentar como dissertagdo de doutoramento, de imediato
me veio ao espirito a ideia de incluir nele a andlise ultras-
trutural dos terminais nervosos, ao longo da escala zooldgica,
orientando desde logo os meus estudos messe sentido.
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Regressado ao Porto em Setembro de 197}, pleno de
vontade de completar os trabalhos encetados em Londres,
fui surpreendido por imprevisiveis acontecimentos entdo
ocorridos no Pais e no Instituto de Anatomias, estes como
reflexo da crise universitdria entdo desencadeada.

Por outro lado, assistia-se & mudange brusca e intem-
pestiva da orientagdo geral da politica de investigacdo cien-
tifica do Pais, a qual, com evidente desprezo pelas pesquisas
no dominio da ciéncia pura, conduziu, no curto espago de
um ano, & derrocada dos prometedores planos de investigacdo,
que estavam a dar nova vide ao ensino universitdrio e a
projectar-se com muito interesse junto dos centros estran-
geiros de vanguarda.

Para se criar é de todo indispensdvel paz de espirito.
Por este motivo, todos estes acontecimentos ndo deixaram
de estigmatizar profundamente toda a equipa cientifica em
que estava integrado, prejudicando de forma notdvel o seu
rendimento. Foram momentos dramdticos da minha vide que
obrigaram inclusivamente a novas opgdes na orientacdo da
minha preparagio profissional.

Contudo, sempre acreditei que um dia pudesse vir a
concretizar aquilo que havia tragedo como meta imediata
na minha carreia de investigador — a elaboracdo da disser-
tagio de doutoramento. No momento actual, existe jd um
minimo de condigbes, que permitem esperar a reintegracdo
da Faculdade nas importantes fungoes de cardcter pedagdgico,
cientifico, cultural e formativo que lhe cumpre em pleno
desempenhar. Certo de que em futuro proximo, isso sucederd,
lancei-me com renascido entusiasmo @ conclusdo do presente
trabalho.
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Diz o Decreto-Lei n.> 388/70 (art. 8, § 2): «E permitido
na elaboragio da dissertacdo, o aproveitamento total ou
parcial, do resultado de trabalhos jd publicados, mesmo em
colaboragdo, devendo, neste caso, o candidato esclarecer qual
a sua contribuicdo pessoals.

Em conformidade com esta disposicio legal, e como
utilizei para a dissertacdo dados publicados em colaboragdo
com oulros investigadores, passo a descriminar a minha
contribuicdo pessoal:

a) No primeiro capitulo deste trabalho, figuram resul-
tados, jd publicados de colaboragdo com o Dr. Manuel Sobrinho
Simées (Paula-Barbosa e Sobrinho-8imdes, 76, a, b, c).
Além da sua idealizagdo, coube-me a oblengio de todo o
material experimental, de parte dos resultados e activa par-
ticipagdo na redacgdo dos textos.

b) No segundo capitulo, os resultados referidos nas
primeira e segunda seccoes, foram, de igual modo, jd
publicados de colaboracdio com o Prof. E. G. Gray e com
o Dr. Sobrinho Simdes (Paula-Barbosa e Gray, *74 e Paula-
-Barbosa, Sobrinho-8imées e Gray, *76). Sou deles, o principal
responsdvel.

Ao referir-me ds pessoas ou entidades que contribuiram
para a execucdo deste trabalho, agradeco em primeiro lugar,
a confianga que depositou em mim o Conselho Escolar da
Faculdade de Medicina do Porto ao patrocinar o adiamento
do cumprimento do servigo militar obrigatdrio, ao abrigo das
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leis vigentes. Pude assim, sem interrupgdo, proceder as inves-
tigagoes que permitiram a sua redaccdo em tempo oportuno.

Ao Professor Abel Tavares que em 1970 me convidow
para Monitor da cadeira de Anatomia Topogrdfica, e desde
entdio, sempre me acompanhou como Mestre e Amigo com
sabedoria e simpatia constante, o meu muito obrigado pela
confianca que em mim depositou. :

Ao Professor José Castro Correia, agradegco os perma-
nentes encorajamentos que me deu quer a nivel cientifico,
quer nas minhas actividades docentes.

- Ao Professor Alexandre Sousa Pinto, devo @ aprendi-
zagem de toda a metodologia e técnicas neuroandatomicus.
O mewu sincero obrigado.

Ao Dr. Manuel Sobrinho-Simdes, pessoa que desinie-
ressadamente acompanhou a feiture deste trabalho desde o
primeiro momento, e me ajudou ao longo de incontdveis dias
e noites, como s6 os verdadeiros amigos se dispoem a fazer,
quero reiterar-lhe a minha froternal amizade. :

E grande o meu apreco pelo Professor George Gray,
que me franqueou as portas do Departamento de Anatomia
e Embriologia do «University Colleges, onde tive a rara
oportunidade de viver um ano, no meio de reputados cultores
da neuro-anatomia actual e de com ele aprender a desvendar
os segredos da sinapse nervosa. Aqui registo pois, & minha
gratiddo pelo muito que lhe devo.

Ao Professor Celso Cruz e a todos os seus colabora-
dores do Servigo de Neurologia, a minha profunda gratiddo,
ndo 86 pelas facilidades que me concederam na obtengdo do
imprescindivel material humano, mas também pela grande
compreensdo que comigo tiveram na elaboragio deste trabalho.

16 —



Pessoas como o Professor Pinto Machado e os Drs. Rui
Abrunhosa, Sousa Nunes, Anténio Bacelar, Celso Pontes,
Maia Gongalves, Carlos Bartilotti, Moreira da Silva, Anténio
Resende, com quem convivo no Instituto de Anatomia, merecem
0 mew maior apregco pelo constante estimulo que me deram.

Os Professores Anténio Coimbra, Manuel Magalhdes e
Maria da ConceigGo Magalhdes foram mo Instituto de Histo-
logia verdadeiros amigos, cuja valiosa ajuda muito agradeco.

Aos meus amigos Kim Tan, Wellington Macedo, Carol
Bausbaum, Ken e Tomoko Kadota, o meu obrigado.

Ao pessoal técnico do Instituto de Anatomia do Porto
€ @ Mrs. Hylary Pease do «University Colleges, 0 meu enorme
obrigado. 8em o seu trabalho nada disto seria possivel.

Ao meu cunhado Rui e aos Drs. Paula Pinto e Mota
Cardoso, faco sentir o meu grande apreco pelas importantes
ajudas que me prestaram.

Ao Instituto de Alta Cultura, desejo agradecer espe-
cialmente a bolsa que me tornow possivel o estdgiol em
Inglaterra.
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A Neurologia é ciéncia vasta e dificil com numerosas
subdivisdes. Tendo por objectivo o conhecimento do Sistema
Nervoso e das suas alteragbes patologicas, a simples dis-
tingdo em Neurologia pura e aplicada tem, segundo KUHLEN-
BECK (’67), a grande vantagem de permitir englobar no
segundo grupo a clinica neurolégica, humana e veterinaria,
e no primeiro todos os capitulos das ciéncias neurolégicas
que estudam o binémio forma-funcio ao nivel do Sistema
Nervoso, com a finalidade inica do seu melhor conhecimento,
independentemente de possiveis aplicacGes praticas. A evo-
lugdo da Neurologia pura dependeu directamente de inves-
tigagbes anatémicas, macro e microscépicas, e de pesquisas
neurofisiologicas, baseado no progresso dos meios técnicos
postos a disposi¢io dos investigadores. Foi-se assim juntando
enorme quantidade de informacdo, que constitui o suporte,
embora fragil, da actual Neurologia aplicada.

Com os avancos verificados, desde o inicio da década
de 50, na microscopia electrénica e com o aparecimento de
delicadas técnicas neurofisiolégicas, a atencdo de grande niimero
de investigadores centrou-se no estudo das estruturas mais
finas do tecido mervoso, nomeadamente no de uma das suas
partes funcionalmente mais diferenciada e valiosa — a Sinapse.
Assim, com o auxilio da morfologia ultrastrutural, da neuro-
fisiologia, da neuroquimica e da neurofarmacologia foram-se
acumulando os dados sobre o funcionamento sinaptico, assentes
em conhecimentos de ordem filogenética e ontogenética, a
ponto de se ter justificado a individualizacio de um novo
capitulo da Neurologia — a Sinaptologia (KUHLENBECK, '67).

Infelizmente, ainda néo foi possivel aplicar utilmente a
clinica neurolégica os numerosos factos ja revelados pela
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sinaptologia. Ha contudo modelos experimentais claramente
demonstrativos de que a compreensdo de grande numero de
doencas do comportamento depende de um melhor conheci-
mento dos mecanismos sindpticos (NICHOLSON e ALTMAN, 72;
GAMBETTI et al,, 'T4 e CRAGG, ‘75). Por outro lado, funcoes
complexas como a memodria, a atenclo e muitos dos actos
da esfera wvolitiva e afectiva, hoje do dominio exclusivo da
psicologia e da psiquiatria, devem ter forcosamente base e
expressdo orginicos. Basta atendermos, por exemplo, a que
a grande maioria dos firmacos com aplicagdo em doengas
do foro psiquidtrico actuam a nivel da mediagdo sinaptica.
B assim natural que ntimero crescente de investigadores se
ocupe dos problemas relacionados com a Sinapse Nervosa.

Longe estaria SHERRINGTON de pensar quao importante
viria a ser na moderna Neurologia, a estrutura que ele baptizou
de sinapse, quando em 1897 escreveu: «In view of the
probable physiological importance of this mode of mnexus
between neurone and neurone, it is convenient to have a
term for it. The term introduced has been synapse».

Pela primeira vez se falava em sinapse! Contudo, para
SHERRINGTON a ideia a ela ligada era mais de ordem fisio-
légica do que a tradugio de um conceito anatéomico. Foi
SANTIAGO RAMON Y CAJAL que, a partir de diversas inves-
tigacOes realizadas desde o fim do século passado, com
técnicas de impregnagio argéntica, contribuiu decisivamente
para o estabelecimento de um paralelo morfolégico do conceito
fisiolégico de sinapse. S6 a impossibilidade técnica no dominio
da resclucio microscopica o ‘impediu de ter sido o primeiro
a descrever completamente a estrutura siniptica, tdo perfeitas
foram as suas observacdes e raciocinios baseados na micros-
copia da luz. Apos o advento da microscopia electronica, coube
a PALADE (’54) mencionar pela primeira vez o espessamento
das membranas neuronais apostas, assimilando-as aos des-
mosomas, descritos por PORTER ('53) na epiderme. A des-
cricdo e interpretacdo correcta de um terminal nervoso, com
as suas vesiculas e zonas de contacto, ficou a Wdever-se a
DE ROBERTIS ¢ a BENNETT ('55).

£ ao mnivel do terminal sinaptico que se processa a
transmissio do influxo nervoso, de um neur6nio para outro,
ou, num conceito mais lato, deste para o dérgao efector. Com
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efeito, os terminais nervosos, ou constituem estruturas mor-
folégicas complexas junto dos Orgéos efectores, como é o
caso da juncdo neuro-muscular, ou, entdo, estabelecem con-
tacto com outros elementos nervosos (geralmente com os
dendritos ou com o corpo celular), encontrando-se, neste caso,
mergulhados na amalgama de prolongamentos neuronais e
gliais, cujo conjunto se designa por neurdpilo.

A transmissio do influxo nervoso a nivel dos terminais
ou é do tipo quimico ou do tipo electroténico estando neste
caso dependente de jungles especializadas — gap junctions —
(BENNETT, '72). Na primeira modalidade, a mais frequente
no sistema mnervoso dos vertebrados, essa transmissaoc é
levada a cabo com a participagio de numerosas estruturas
especializadas, que se encontram dentro do saco sinaptico.

Entre os organitos que encontramos no terminal, os mais
caracteristicos sao, sem davida, pequenas formacdes esfe-
réides ou cilindréides conhecidas por vesiculas sinédpticas
(PALADE, '54). Possuem membrana prépria e individualizada
e ocupam volume consideravel no saco terminal. Apresen-
tando-se de dimensdes e com aspectos variados, desempenham
provavelmente fungdes diferentes umas das outras. As vesi-
culas mais abundantes no Sistema Nervoso Central, sdo de
conteido claro* e o seu didmetro oscila entre os 30 a
60 nm, distribuindo-se por todo o terminal e formando aglo-
merados junto dos contactos sinapticos. Ha provas suficientes
para afirmar que desempenham papel activo no transporte
do mediador quimico até 4 membrana sinaptica, onde se da
a sun libertacdo, de maneira ainda incompletamente escla-
recida. Para além destas, ha, tanto no Sistema Nervoso Cen'tral
como no Sistema Nervoso Periférico, vesiculas de contetido
escuro, com didmetros que variam entre os 40 e os 120 nm.
Ao contririo das anteriores, estas vesiculas tém no Sistema
Nerveso Central papel ainda desconhecido (BLooM, '73),
acreditando-se que a mnivel periférico, estejam relacionadas

* Chamar-lhes-ei indistintamente no decurso deste trabalho, vesi-
culas claras ou lisas.
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com a mediagdo de catecolaminas (HOKFELT, '67a, b, e
HOKFELT e FUXE, '69). Observa-se ainda, um tipo muito
particular de vesiculas de conteido claro, designadas por
GRAY ('61) «coated vesicles» expressio que julgo legitimo
traduzir em portugués, por «vesiculas revestidass.

Na verdade, estdo rodeadas por uma condensacio de
material citoplasmatico, que as reveste. Sio organitos grandes,
geralmente colocados perto do neurolema nio activo e com
didmetros de 60 a 120nm, aproximadamente. Serdo alvo de
particular aten¢do neste trabalho. Desde ji se adianta, que
o envolucro de revestimento poderd resultar duma conden-
sacdo, determinada pelas préprias técnicas, do material pro-
teico que ocupa todos os espagos deixados vazios pelos orga-
nitos do terminal (GRAY, '72, '73 e ’75a). Um artefacto,
afinal.

Para além 'das vesiculas sinipticas encontra-se ainda
nos terminais nervosos grande nlimero de mitocondrias, de
variados tamanhos, que, como em outros locais, terio a seu
cargo a producdo da energia de que o terminal necessita para
0s seus processos metabolicos (PETERS et al., "70 e SOTELO, '7T1).

Estdo ainda presentes no terminal em maior ou menor
nimero, «fragmentos» do reticulo endoplasmico liso, de
aspecto muitissimo variavel, em continuidade com o sistema
reticuloendoplasmico da célula (PETERS et al, 'T0 e
SOTELO, '7T1). De funcgio obscura, admite-se a sua contri-
bui¢do na formagdo da membrana vesicular (DROS et al., '75
e GRAY e WESTRUM, '76).

Pelo que respeita a microtubulos e microfilamentos,
embora se assinale a sua presenca nos terminais, existem ai
em quantidade relativamente pequena, em contraste com a
exuberincia destas formacdes ao nivel dos axénios. Vém-
-se-lhe atribuindo importincia cada vez maior no transporte
de estruturas, particuladas ou ndo, do corpo celular para
os terminais nervosos através dos cilindro-eixos. Tomam
aspectos peculiares 4 chegada ao terminal nervoso e nas
partes distais deste sdo dificilmente detectados em condicdes
normais de fixacdo (BOYCOTT et al, '61 e GRAY, 'THa, b).

Encontram-se também, nos terminais nervosos, com
relativa frequéncia, grios de glicogénio e corpos multivesi-
culares. As suas funcles sdo mal conhecidas. Os primeiros
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sdo mais frequentes nos animais jovens e estio possivelmente
relacionados com os processos de produgido de energia do
terminal (SOTELO, 'T1), ao passo que os corpos multivesi-
culares cujo nimero é independente da idade, poderdo ter
fungdes de transporte intracelular ou de digestio de par-
ticulas neles incorporadas (HOLTZMANN et al.,, '73).

Todos os organitos atras mencionados, apresentam-se
envolvidos por uma rede de material citoplasmético ndo
microtubular, nem tao pouco filamentoso. S6 muito tarde
se comegou a prestar atencdo a esta rede citoplasmatica
(apenas YAMADA et al, '71, se lhe referem brevemente,
nos cones € bastonetes em cultura), talvez pela sua caréncia
de forma bem definida. Foi descrita pela primeira wvez
em 1972 por GRAY que chamou a aten¢do para a sua pro-
vavel importincia. Trabalhos posteriores, tendo em vista o
estudo da constituicdo quimica do terminal, evidenciaram o
alto teor proteico da sua composi¢io (KADOTA et al., ’76 e
PEARSE, '76). A werificacio de tal facto, contribuiu para
explicar as variadissimas formas que a referida rede apresenta
conforme as técnicas e fixadores utilizados (PAULA-BARBOSA
e Gray, 'T4) bem como a importincia crescente que a esta
estrutura se vem atribuindo na explicacdo da dinidmica do
terminal, especialmente depois de se ter verificado que dela
fardo parte as proteinas tipo actina e miosina, descritas ja
em 1968 por PUSZKIN et al

A maior parte dos conhecimentos neuroanatémicos, espe-
cialmente os de aquisicdo recente, tiveram por base a expe-
rimentacio animal. A informacio obtida directamente no
Homem ¢ exigua e raros os estudos feitos nos Primatas.
Os conhecimentos neuroanatémicos actuais, assentam pois, em
grande parte, em estudos de indole comparativa. Se se
atender ao facto de jaA RAMON Y CAJAL, no final do século
passado, ter chamado a atencfio para as profundas diferencas
existentes de espécie para espécie, nio s6 no que respeita
a citoarquitectura mervosa, como também A prépria morfo-
logia dos terminais, h4 que ser cauteloso na amilise e no
aproveitamento dos dados experimentais. E bom exemplo o
que acontece ao nivel dos terminais musgosos do cerebelo,
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a que mais adiante farei referéncia. Se a experimentagdo
animal é, deste modo decisiva para o avango do conhecimento
neurologico, ndo é menos verdade que s6 os estudos feitos
no Homem poderao, negando ou confirmando os dados obtidos
experimentalmente, levar a conclusdes seguras e com apli-
cacdo & fisiopatologia e a clinica. Porém, tais pesquisas sé
em raras circunstincias sio possiveis e cingem-se ao correcto
aproveitamento de material disponivel, dentro das regras da
nobre deontologia médica, de tradicdo antiquissima e recen-
temente codificada na convencdo de Helsinquia (1964) *.

Durante longos anos a Anatomia Comparada assentou
em observagdes meramente qualitativas, macroscépicas e
microscépicas, efectuadas ao longo da escala filogenética.
Porém, com a possibilidade de aplicacdo da morfometria &
Biologia (WEIBEL e ‘GOMEZ, ’67), novos campos de investi-
gacdo surgiram mno dominio dos estudos comparativos. Da
anilise de diferencas meramente qualitativas, passou-se a
elaboracio de estudos de caracter quantitativo. No que res-
peita & meuroanatomia, a possibilidade de determinagtes volu-
métricas e 'de superficie permitiu passar a equacionar muito
mais facilmente a textura do sistema nervoso numa perspectiva
tridimensional. O terminal nervoso, isto €, a estrutura par-
ticularmente usada neste estudo, deixa de ter apenas o perfil
bidimensional que resulta da mera observacio das fotografias
de microscopia electréonica e passa a ser encarado cada vez
mais, como uma estrutura tridimensional, ou seja com deter-
minada forma e ocupando um dado wvolume, relacionada
espacialmente com as suas vizinhas, de perfil estereologico
igualmente determinavel. Embora a morfometria ensaie os
seus primeiros passos na sinaptologia (VRENSEN e DE GROOT,
'T3), a interpretacdo da actividade sinaptica e de grande parte
dos mecanismos mnervosos em geral, tende a ser feita cada
vez mais por um prisma dindmico e estereolégico, tendo em
vista os resultados dos estudos quantitativos ja efectuados
(CRAGG, '69 e 'T1, FEHER, '72, FIFKOVA, '72, GAREY e PETTI-
GREW, ’T4 e VRENSEN, 'T4 e 'T75).

#* Declaration of Helsinki — Recommendations guiding doctors in
clinical research — Wild. Med. J., 11, 281, 1964.
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Para perfeito conhecimento de determinada actividade
sinaptica, ha, por um lado, que estudar todos os organitos
do terminal, qualitativa e quantitativamente, levando a deter
minacdo daquilo a que CRAGG ('74) chamou «forca sindptica»,
nela implicitados os aspectos da cinética do terminal. Por
outro lado, e como complemento indispensavel, ha que pers-
pectivar estereologicamente o terminal siniptico (volume,
superficie, nimero de areas de contacto, etc.) na «atmogfera»
nervosa que o rodeia. Da sintese dos resultados obtidos com
estes dois parimetros de estudo: «forga sinaptica» e <arqui-
tectura tridimensional do terminals, resultou o conceito dini-
mico de plasticidade sindptica proposto por CRAGG em 1974,
o qual por certo, contribuird decisivamente para projectar
a sinaptologia para movas vias, quicd, bem mais frutuosas
do ponto de vista pratico que as trilhadas até aqui.

A grande maioria das observagbes registadas neste
trabalho foram levadas a cabo nos terminais das fibras
musgosas do cerebelo.

O cerebelo ¢, sem sombra de davida, das partes melhor
estudadas e conhecidas do Sistema Nervoso Central. Foi local
predilecto para os primitivos estudos de CAJAL com as
impregnagbes argenticas, o qual ja em 1888 dizia, a res-
peito dos terminais musgosos, que descreveu pela primeira
vez e em cujo aspecto se baseou para propor o nome pelo
qual sio universalmente conhecidas as fibras de que fazem
parte: «Son verdaderas arborizaciones cortas e varicosas, que
guarnecem ciertos parajes de las fibras a la manera de un
musgo o malga de revestimento». CAJAL descreveu em
seguida, e exaustivamente, quase todos os restantes com-
ponentes do cortex cerebeloso.

Pelo que respeita a conexdes foi também o cerebelo, -
desde muito cedo, alvo de estudos valiosos, especialmente
depois do aparecimento dos métodos de impregnacdo pela
prata reduzida. Deve dar-se especialmente relevo meste dominio
entre os mais recentes, aos trabalhos da escola de Oslo, do
Prof. ALF BRODAL.

A filogenia do cerebelo foi abordada igualmente com
gxito por numerosos investigadores. Estudos comparados da
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sua anatomia microscopica, desde os Cicléstomos ao Homem,
permitem-nos conhecer com bastante precisio o modo como
se processa o desenvolvimento cerebeloso ao longo da escala
animal. Sdo marcos importantes neste sector, os trabalhos
de BRODAL, '67, Fox et al., 67, NIEWENHUYS, 67, LLINAS e
HILLMAN, ’69 e ROMER, '69 entre muitos outros.

Com o aparecimento da microscopia electrénica, publi-
cam-se descrigcbes cada vez mais pormenorizadas da morfo-
logia do cortex cerebeloso. GRAY, em 1961, faz ja um registo
muito completo dos terminais musgosos e seus organitos.

PALAY e SOTELO, sfo dois dos numerosissimos autores
que estudaram, do ponto de vista ultrastrutural, o coértex
cerebeloso. Como seria de esperar, a par do conhecimento
morfolégico cada vez mais profundo, acumularam-se, nomea-
damente, a partir do principio da década de 50, multiplos
e valiosos dados neurofisiolégicos sobre esta parte do Sistema
Nervoso Central. Sdo traves mestras para o conhecimento do
cerebelo os trabalhos dos grupos conduzidos por ECCLES e
SZENTAGOTHAI que, a par de descobertas fisiolégicas notabi-
lissimas, tentaram, sempre que possivel, a sua correlacido
com a forma. E curioso lembrar que a hipétese proposta por
UcHizoNo (’65) de os terminais inibitérios conterem wvesiculas
achatadas e sinapses tipo I de GRAY ('59) e de os terminais
excitatorios possuirem, em contrapartida, vesiculas redondas
e sinapses do tipo I de GRAY, se ter baseado em obser-
vages feitas ao nivel do cortex cerebeloso. Este ponto de
vista tem sido, de resto, muito wvalorizado na sinaptologia
actual; é assim exemplo claro da importincia em biologia
da ndo dissociagdo do binémio forma-funcio.

Os exemplos citados constituem pequena amostra da
abundante e profunda informacio existente sobre o cerebelo.
As dimensdes consideriveis e a abordagem facil deste 6rgio
e ainda a frequéncia com que se obtém, em fragmentos dele
colhidos, boas fixacOes para estudos ultrastruturais, tornaram
o cerebelo uma das partes do sistema nervoso central mais
procurada pelos morfologistas e neurofisiologistas no campo
da experimentagio animal. Em contrapartida, depois das
pesquisas de CAJAL com a prata, sio raros os estudos histo-
loégicos sobre o cerebelo humano. Ora, teria a maior impor-
tincia o conhecimento profundo das bases morfolégicas das

28 —




varias diferencas funcionais entre o cerebelo do Homem e
0 dos Vertebrados superiores. Recorde-se que as aferéncias
cerebelosas humanas, sdo quantitativamente diferentes das
dos outros Vertebrados, bastando considerar a importancia
que no Homem possue a via cértico-ponto-cerebelosa.

A obtencdo de material humano normal, para estudos
ultrastruturais, é todavia possivel no momento actual, aten-
dendo ao facto 'de certas técnicas de abordagem -cirtirgica
a zonas profundamente situadas no neuroeixo, utilizarem a
fossa posterior como via de acesso.

O cerebelo € assim o o6rgéo de eleigdo para um tipo
de estudo que ha muito desejava fazer: tentar pdr em evi-
déncia as bases morfolbgicas que condicionam as diferencas
funcionais mais marcantes entre o sistema nervoso central
humano e os dos outros Vertebrados. Para tal, procedi ao
estudo morfologico ultrastrutural, puro e morfométrico, dos
terminais das fibras musgosas do cerebelo, do Homem, do
Rato e do Pombo. A investigacdo foi conduzida em termos
de plasticidade das sinapses (CURAGG, 'T4), isto é, procedi
a0 seu estudo tridimensional e a anilise sub-celular dos
referidos terminais, tendo por objectivo por em evidéncia, a
contribuicdo de cada um destes pardmetros para as diferencas
funcionais existentes entre o Homem e as outras duas
espécies.

Em primeiro lugar quantifiquei as diferencas arqui-
tecténicas existentes entre as trés espécies e ja descritas
para estes terminais em microscopia de luz (CAJAL) e
procurei a nivel ultrastrutral outras eventualmente presentes.
Desta forma, analisei com cuidado nos referidos animais os
aspectos arquitecténicos do terminal, integrado mo neurépilo
de que faz parte.

Ainda, numa perspectiva morfométrica, correlacionei as
diferencas atrds encontradas, com as diferencas quantitativas
dos organitos do terminal musgoso, uma vez que as qualita-
tivas sdo praticamente inexistentes. Deste modo procedi &
quantificagdo dos organitos com particular atencio para os
mais directamente ligados & transmissio nervosa quimica —
as vesiculas sinipticas.
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Por dltimo, procedi ao estudo qualitativo e quantitativo
das estruturas do terminal mais ligadas aos seus aspectos
dindimicos. Sdo elas, por um lado, a rede citoplasmatica,
dada a existéncia ja citada de proteinas tipo actina e miosina
na sua constituicdo, e pelo outro, as vesiculas pinocitéticas
e as vesiculas revestidas delas dependentes, 'dada a sua
provavel implicacio na renovacio da respectiva membrana.
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CAPITULO 1

i ESTUDO MORFOMETRICO ULTRASTRUTURAL
DOS TERMINAIS MUSGOSOS DO CEREBELO




INTRODUCAO

Os estudos efectuados por S. RAMON Y CAJAL em
diferentes espécies animais, € no Homem, permitiram-lhe
descrever pela primeira vez, em 1904, o circuito cerebeloso
basico, comum a todos os Vertebrados, constituido por
dois tipos de fibras aferentes — o das fibras musgosas
e o das fibras trepadoras-——e por um sistema de fibras
eferentes — o dos cilindro-eixos das células de PURKINJE. As
fibras aferentes sfo excitatorias, actuando em 0ltima anAlise
sobre as células de PURKINJE (ECCLES et al., '67). Com efeito,
as fibras trepadoras estabelecem, na generalidade dos casos,
contactos monossinapticos directos com os dendritos destas
células, enquanto que ag fibras musgosas se articulam na
camada granulosa com os dendritos dos grianulos do cerebelo,
sendo os axénios destes 1iltimos que vém a estabelecer con-
tactos sinapticos com os dendritos das células de PURKINJE.
A possibilidade de uma via dissinaptica deste tipo para as
fibras trepadoras foi recentemente descrita por PALAY e
CHAN-PALAY ('7T4), desconhecendo-se ainda a sua importéncia
funcional.

Fazem ainda parte do circuito cerebeloso basico dife-
rentes tipos de interneurénios, de actividade comprovada-
mente inibitoria, que se relacionam uns com os grinulos
cerebelosos (é o caso da células de GOLGI), outros com as
células de PURKINJE (células em cesto e células estreladas).

Embora os estudos de Anatomia Comparada tenham
mostrado a notivel consténcia deste circuito cerebeloso bésico
(LLINAS e HILLMAN, ’69), evidenciaram também a sua dife-
renciacdo crescente ao longo da escala filogenética, assente
sobretudo no aumento progressivo do niimero e complexidade
dos interneurénios mencionados (NIEUWENHUYS, ’67 e LLINAS,
'69), bem como em certas modificacoes das dimensdes e
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nimero das células granulosas (LANGE, '75) e de PURKINJE
(CrosBY, '69 e LANGE, 'T5) ,acompanhadas por um enrique-
cimento estrutural dos proprios terminais das fibras mus-
gosas (LLINAS e HILLMAN, '69 e CAJAL, '72). Na verdade, o
aperfeicoamento do circuito cerebeloso basico faz-se sentir
sobretudo mo sistema das fibras musgosas, enquanto se
mantém praticamente inalterivel em toda a escala zoolbgica,
o sistema das fibras trepadoras (LLINAS e HILLMAN, '69
e CAJAL, '72).

Ao encarar globalmente a evolugio morfolégica deste
circuito cerebeloso béasico, é-se levado a apontar dois marcos
fundamentais. O primeiro encontra-se nos Répteis, segundo
aponta LLINAS ('69), sendo, entre eles o jacaré, o primeiro
animal da escala filogenética a apresentar a estrutura e a
articulacio tipicas dos interneurénios das camadas granulosa
e molecular do cértex do cerebelo, bem como as células de
PURKINJE disposias em camada tinica '(CROSBY, '69). O segundo
fica na transicio dos Répteis para as Aves (NIEUWENHUYS, '67),
nas quais surge pela primeira wvez o tipico glomérulo cere-
beloso '(CAJAL, '72), estrutura complexa envolvida por uma
lamina glial mais ou menos bem definida (ECCLES, '67) € na
qual os terminais das fibras musgosas aparecem rodeados
pelos dendritos 'das células granulosas e pelos dendritos e
terminais das células de GOLGI.

Ja na transicdo das Aves para os Mamiferos se méo
encontram diferengas morfolégicas aprecidveis no estudo do
cortex cerebeloso (NIEUWENHUYS, '67 e CAJAL, 'T2), embora
se reconheca uma maior complexidade estrutural do sistema
interneuronal e dos terminais das fibras musgosas na (ltima
destas classes (LLINAS e HILLMAN, 69 e CAJAL, '72). Esta
similitude estrutural entre o cértex cercbeloso das Aves e
dos Mamiferos contrasta com as reconhecidas diferencas na
capacidade funcional do cerebelo, particularmente nos Pri-
matas, nomeadamente no que se refere s possibilidades em
matéria de equilibrio posicional e de coordenacio dos movi-
mentos mais finos.

A base morfolégica para estas diferencas funcionais
poderia residir no nlimero de circuitos cerebelosos e/ou nas
suas diferencas estruturais, hipdteses corroboradas uma, pelo
notavel desenvolvimento dos hemisférios cerebelosos nos Pri-
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matas (na dependéncia do desenvolvimento da via cértico-
-ponto-cerebelosa) e, a outra, pela maior complexidade dos
terminais das fibras musgosas, como o comprovaram Fox
et al.,, (’67) em estudos feitos na camada granulosa do cortex
do cerebelo do Macaco pelo método de GOLGI e pela micros-
copia electrénica. Constituem ainda argumentos a favor desta
ultima hipdiese o progressivo desenvolvimento do sistema
interneuronal ao longo da escala filogenética (LLINAS, '69)
e a analogia com o que se passa no cortex cerebral do
Homem, no qual, ao ‘desenvolvimento privilegiado das estru-
turas ‘do neurdpilo com concomitante reducdo do miimero e
dimenstes das células nervosas, corresponde um aperfeicoa-
mento funcional (HAUG, '67).

Vé-se assim quao necessaria é uma mais perfeita carac-
terizacdo morfologica do circuito cerebeloso basico das Aves
e dos Mamiferos, a partir da qual se possa estabelecer mais
segura e correcta interpretagio funcional, especialmente com
vista a contribuir para a compreensio da fisiopatologia do
cerebelo humano.

Utilizei material colhido no Pombo, no Rato e no Homem,
para um estudo do primeiro passo do circuito cerebeloso — os
terminais das fibras musgosas. Procurei pela metodologia
morfométrica, quer a mivel dptico, quer sobretudo ultras-
trutural, caracterizar a organizacdo mo espaco dos terminais
das fibras musgosas, nomeadamente no que respeita a sua
disposicio no meurédpilo da camada granulosa. Avaliei preci-
samente o volume e a superficie dos terminais e as dimensoes
das suas zonas activas. Simultaneamente tentei correlacionar,
por sistema, as diferencas evidenciadas mo dominio da orga-
nizacdo estereoldgica do terminal, e sobretudo as encontradas
a mivel sinaptico, com as da organizacio subecelular do ter-
minal, no que respeita a vAarios organitos, prestando como
seria de esperar particular atencio 4 sua populacdo vesicular.

MATERIAL E METODOS
As minhas observactes incidiram na camada granulosa
do cértex cerebeloso do Rato (4 animais adultos do sexo

masculino, da estirpe «Wistar»), do Pombo (Columba Livia,
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L., 4 machos adultos) e do Homem (seis individuos do sexo
masculino de 9, 15, 33, 39, 41 e 44 anos de idade).

Colhi os fragmentos do cértex cerebeloso do Pombo e
do Rato nos 16bulos 4, 5 e 6 de LARSEL ('52) apés decapitagio
dos animais, previamente anestesiados com éter, e abertura
muito rapida do crénio ao mivel da fossa cerebelosa. O tempo
decorrido até & imersdo dos fragmentos no fixador nunca
ultrapassou 2 minutos. Houve o cuidado de cortar fragmentos
muito pequenos, sempre com menos de 1mm em qualquer
das suas dimensoes. O material humano foi obtido aprovei-
tando intervengbes neuro-cirtirgicas. Em cinco dos casos, foi
colhido na parte posterior e superior dos hemisférios, «neo-
palium», sacrificada por imperativos de ordem técnica, para
a exérese de neurinomas do acustico; no sexto, na pirdmide
do verme, «arquipalium», necessariamente afectada na ablacdo
de um medulobastoma do 4.° ventriculo. A colheita foi rea-
lizada com uma pinca de hiopsia, da parte do cerebelo a
destruir no decurso da abordagem meuro-ciriirgica. Este tipo
de trabalho estd portanto bem dentro das normas da Decla-
racio de Helsingquia (1962) referentes a experimentacio
humana. Em qualquer das circunstinecias, os fragmentos
tecidulares foram fixados de acordo com o método descrito
por KANASEKI e KADOTA ('69): 2 horas em sgolucdo aquosa
de tetroxido de 6smio «TAAB» a 49 a 4°C, 2 horas numa
solugdo aquosa de glutaraldeido a 129% a 4°C e 2 horas
numa solugio aguosa saturada de acetato de uranilo «TAAB».
Seguiu-se desidratacdo imediata por passagens sucessivas em
solugbes progressivamente mais concentradas de etanol.

Concluida esta, e apdés breve passagem por Oxido de
propileno «Reynoldss, procedeu-se & inclusdo dos fragmentos
em resina «TAAB» e 3 obtenciio de cortes semifinos e depois
ultrafinos em micrétomos LKB e Reichert, ambos equipados
com facas de vidro. 'Os cortes semifinos foram corados com azul
de toluidina. Os cortes ultrafinos, uma vez recolhidos em
grelhas de cobre, revestidas com uma pelicula de «formvars,
foram submetidas a dupla coloracdo, primeiro numa solucido
aquosa saturada de acetato de uranilo «<TAAB» e depois numa
outra de citrato de chumbo «Reynolds» (15 minutos em cada
uma). Observei e fotografei os cortes ultrafinos no micros-
copio electronico Ziemens 300 do Centro de Microscopia Elee-
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trénica da Faculdade de Medicina do Porto e no Jeol 100 B
do Instituto de Histologia e Embriologia Prof. Abel Salazar.
Utilizei na maior parte dos casos peliculas rigidas Gevaert-
“Sciencia 23 D 66.

Para identificacdo dos perfis da camada granulosa do
cortex do cerebelo, servi-me das descricdes de PALAY e
CHAN-PALAY (’74). Deve observar-se todavia, que, ao contra-
rio destes investigadores, nfioc me foi possivel estabelecer
distingdo precisa entre os terminais 'das fibras musgosas e
colaterais de fibras trepadoras, as quais, segundo eles, esta-
riam também presentes a este nivel. Procedi portanto, ao
estudo sistematico e sem qualquer discriminacio dos glomé-
rulos e respectivos terminais existentes nas amostras recolhidas
para o estudo. Para tanto, de cada observacdo escolhi ao
acaso 5 blocos de espessura aproximada de 1 mm. De cada
corte semifino obtive duas fotografias da camada granulosa
com uma ampliagio primaria de 250 X, em campos igual-
mente escolhidos ao acaso. Verifiquei sistematicamente a
ampliagdo final exacta das provas em papel utilizadas no
estudo morfométrico, através do recurso a uma ldmina gra-
duada que se fotografava e ampliava de forma idéntica & dos
cortes semifinos; uma wvez que as variacoes maximas obser-
vadas na ampliagio final ndo excediam em 1,50% o valor
médio encontrado (1250 X), este mesmo valor serviu de base
para todos os célculos posteriormente efectuados. Com estas
fotografias de microscopia de luz determinei a densidade
numérica das células granulosas na respectiva camada cor-
tical, isto ¢, o niimero de células granulosas por unidade de
volume dessa camada e a densidade volumétrica do neurépilo,
isto ¢, a percentagem de volume da camada granulosa ocupada
pelo neurdpilo. No céaleulo da densidade numérica das células
granulosas partiu-se do principio que os nicleos destas células
podiam ser comparados a esferas de dimensdes semelhantes
entre si e utilizou-se a férmula de DEHOFF e RHINES (’61),
modificada por HAUG (’67):
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em que N, é o nimero médio de perfis nucleares de células
granulosas por unidade de area dos cortes da camada gra-
nulosa, D o didmetro médio dos nficleos dessas células, 7 a
espessura média dos cortes semifinos e h o factor de cor-
recgdo que se introduz neste célculo como compensagio para
o «degperdicio» de perfis nucleares de dimensdes muito
pequenas. Obtive N, através da contagem dos perfis nucleares
de dez fotografias de microscopia de luz em cada observacio
(2 fotografias por bloco) e D foi calculado através da
medicdo, desta vez com uma ampliacio final de 9000 X, de
360 perfis nucleares em cortes ultrafinos, sendo este valor
corrigido de acordo com o método de GIGER e RIEDWYL (’70).
Avaliei sistematicamente em 1 p a espessura media dos corles
semifinos e o valor de h foi calculado a partir das dimen-
soes do menor perfil nuclear identificivel nos cortes ultra-
finos (WEIBEL, '73). Na contagem do nUmero de perfis
nucleares para obter o valor de N,, servi-me sempre de uma
irea-teste rectangular, tracada em papel transparente e com
1248 cm? de 4rea (12X 10,4cm). A referida Aarea-teste,
utilizada igualmente na determinacdo da densidade volume-
trica do neurdpilo, contém no seu interior 50 segmentos de
recta de 1,2cm de comprimento, dispostos em 10 fiadas
equidistantes e paralelas e cujas extremidades, perfeitamente
marcadas e afastadas de 1,2 cm, definem os 100 pontos da
area-teste. No calculo da densidade volumétrica do neurdpilo
utilizei a formula

Pocur

V"newr PT

na qual Ppey € 0 nimero de pontos da area-teste (colocada
sempre ao acaso sobre as provas em papel) que caem sobre
o neurdpilo e PT o nlimero total de pontos dessa area-teste
que caem sobre a camada granulosa. Nio se fez qualquer
correcgio em relacdo ao valor da densidade volumétrica do
neurépilo encontrado, nio tendo sido portanto, considerado
o efeito de HoLMES (’27).

Obtive de cada bloco um corte ultrafino que foi foto-
grafado com duas ampliacdes primarias diferentes (3000 X
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e 10000 X). Verifiquei sistematicamente a ampliacio final
exacta das provas em papel através do recurso a uma grelha
graduada, fotografada e ampliada de forma idéntica aos cortes
ultrafinos das vérias séries. Tendo verificado que as variacoes
maximas observadas na ampliacio final nio excediam em
5,0 % os walores midios (9000 X e 30000 X), passei a
efectuar os caleulos sem me preocupar com a correccao destes
valores. Tive a preocupagao de mdo seleccionar os campos
fotografados com a ampliagdo primaria de 3000 X, mas com
0 cuidado todavia de néo aproveitar zonas da camada gra-
nulosa que contivessem menos de 50 % de neurdpilo. Tomei
igualmente a precaugdo de ndo seleccionar os terminais
musgosos posteriormente fotografados com a ampliacido pri-
méria de 10000 X. De cada bloco tiraram-se, pelo menos,
8 fotografias com a ampliagdo priméria de 3000 X e 10 com
a ampliagdo de 10000 .

No célculo da densidade volumétrica do terminal mus-
goso do neuropilo v, b i }), isto ¢, do wolume global de
todos os terminais musgosos existentes na unidade de volume
do neurdpilo, na avaliacdo da densidade de superficie do ter-
minal musgoso no neurdpilo (Sv o )), isto é, da superficie
do terminal musgoso por unidade de volume do neurépilo
¢ ainda na avaliagdo da relagdo superficie-volume dos termi-
nais musgosos (87, e )), isto &, da superficie do terminal
musgoso por unidade de volume do préprio terminal, utilizei
provas em papel com cerca de 9000 X de ampliacdo final.
Para estes cédlculos utilizei a Area-teste atras referida, e as
formulas descritas por WEIBEL ('73):

Pt. m.
V‘u (t. m.) - PT
“ It. .
Su (t.m) LT
S/ 4 It. m.
¥ oitom)
" P t.m. Xd -

— 39



nas quais P, representa o nimero de pontos da area-teste
que caem sobre o terminal musgoso, PT o niimero total de
pontos da Area-teste que se sobrepdem ao neurépilo, I, =~ o
nimero de interseccoes dos segmentos de recta da area-teste
com os limites dos perfis dos terminais musgosos, LT o
comprimento total desses segmentos, e d o comprimento de
cada um deles, avaliado em funcado da ampliacio das provas
em papel. Para facilitar a contagem dos pontos e das inter-
seccoes acima referidas, destaguei com tinta preta as mem-
branas dos terminais das fibras musgosas e os limites do
neurdpilo e, por seu turno, com tinta branca as zonas de
contacto sinaptico. Os wvalores obtidos pelos processos des-
critos nio foram sujeitos a qualquer correccio.

Por 1ltimo, na determinacdo da percentagem da
superficie dos terminais ocupada por contactos sinapticos
L ;) e na da extensdo média das zonas de contacto
sinaptico (Esm) empreguei provas em papel com uma amplia-
cdo final de cerca de 30000 X. Estas mesmas provas foram
também utilizadas na determinacao da densidade volumétrica
das mitocondrias (Vv(mm), da densidade volumétrica dos
corpos multivesiculares (V. )) e da densidade de superficie
do reticulo endoplasmico liso (Swﬁ_u) e ainda no caleulo
da densidade mniumerica das vesiculas claras (Nmm), das
vesiculas revestidas (Nww)) e das vesiculas escuras (N we)).
Para este fim servi-me de uma area-teste quadrada de 15 cm
de lado (Area 225 cm?), tracada em papel transparente, em
cuja superficie se desenhara uma rede constituida pelo entre-
cruzamento de 20 linhas, paralelas entre si e afastadas de
0,75 cm umas das outras, com outras 20 de caracteristicas
idénticas, sendo os seus 400 pontos definidos assim pela sua
interseccao.

No calculo dos pardmetros morfométricos acima refe-
ridos utilizei as seguintes férmulas:

sin

Ssin/sftm) == (WEIBEL, '73)

im
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I

sin

o
E =—X— (VRENSEN e DE GROOT, '73)
o 2 LT X n° sin
Pmi.t
v = (WEIBEL, '73)
v(mit) PT
mult

v e (WEIBEL, '73)
v({mult) PT

2Ir.e.1.
S = (WEIBEL, '73)
virel) LT
N !
N o= ¢ (DEHOFF e RHINES, '61,
°* D+ T-2h mod. por HAUG, '67)

I representa o nimero de intersecgdes da rede da
area-teste com os perfis das zonas de contacto sinéptico,
I m © nimero de interseccbes da rede da area-teste com os
perfis dos terminais musgosos, LT o comprimento total das
linhas da Area-teste, Pmit e Pmult 0 namero de pontos da
area-teste que caem sobre os perfis mitocondriais e dos
corpos multivesiculares, PT o total de pontos de interseccdo
das linhas da Aarea-teste, [ .., O namero de interseccoes da
rede da area-teste com os pérﬂs do reticulo endoplasmico
liso, N, o numero de vesiculas de qua.lquer tipo por unidade
de area, do perfil do terminal musgoso. D designa o didmetro
médio das wvesiculas sinipticas obtido a partir da medicéo
de 600 vesiculas claras no Homem, 400 no Pombo e 400 no
Rato (sendo 100 de cada observacao), da medicdo de 300
vesiculas revestidas no Homem, 200 no Pombo e 200 no
Rato (sendo 50 de cada observacido) e da medicio de outras
tantas vesiculas escuras com a mesma distribuicdo por espécie.
T indica a espessura 'do corte ultrafino, que nas minhas obser-
vacoes estimei ser 50nm e o valor de h calculei-o a partir
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do didmetro do menor perfil encontrado para cada tipo de
vesicula em cada uma das espécies observadas (WEIBEL, '73).
‘A contagem do ntmero de vesiculas claras ¢ do nlimero de
vesiculas revestidas nos perfis dos terminais, fez-se siste-
maticamente em uma area de 1,56 p* escolhida ao acaso nos
referidos perfis. Em contrapartida, fiz a contagem das wvesi-
culas escuras, bem como os calculos de:

v(mult) ' Vv(mit) x v(r.e.l.)

E_;

81"/ S (tm)’ sin

aproveitando toda a 4rea dos perfis dos terminais musgosos.
Nao achei necessario, também aqui, fazer quaisquer cor-
reccoes no que se refere a possivel influéneia do efeito de
HoLMES.

Tendo em wvista a determinacdo do numero de vesiculas
claras por sinapse, parti do prineipio postulado por VRENSEN
e DE GrooT ('74), de que, para fins morfométricos, os contactos
sinfpticos podem ser comparados a superficies circulares
planas. Esta aproximagio, ainda que longe da realidade, torna
possivel, utilizando o tamanho médio dos contactos sinipticos,
calcular a area dos referidos circulos sinipticos a partir da
formula

A== (05 Lsém)z

Se dividirmos a densidade numérica das vesiculas sinipticas
pela area siniptica dos terminais, obtemos o nlmero de
vesiculas por »* de contacto siniptico; o produto deste valor
pela area de cada contacto siniptico expresso em p* di o
nimero de vesiculas por contacto sinaptico.

Os valores obtidos em todas as determinacdes foram
expressos em média + desvio padrio (ou =+ desvio-padrio
da média). A utilizagdo do teste «t» de STUDENT, permitiu-me
apreciar se as diferencas encontradas eram ou nfo signifi-
cativas.
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RESULTADOS
Microscopia optica

‘Encontram-se resumidos no Quadro I os resultados obtidos.
A sua anilise estatistica mostrou de forma concludente a
nio existéneia de diferencas significativas entre as trés
espécies estudadas, quer no respeitante ao nimero de gra-
nulos por unidade de volume da camada granulosa do cerebelo,
quer no que se refere a percentagem de volume da camada
granulosa ocupada pelo neurdpilo. Isto mesmo se poderia
concluir, por simples estimativa, da observacdo sumadria de
cortes semifinos das trés espécies, apresentando a titulo de
exemplo um de cada uma delas nas figuras 1, 2 e 3. No
que respeita & medicdo dos didmetros dos perfis nucleares,
a observacao destes cortes semifinos permitiu-me verificar
que o didmetro médio do nicleo dos granulos do Homem
era menor que o das mesmas células do Rato e sensivelmente
idéntico ao das do Pombo. No entanto, para os meus calculos
ndo utilizei estes nlimeros por me ter sido possivel recorrer
a medicdo dos perfis nucleares em cortes ultrafinos, a qual
garante muito maior correcgdo por ndo se ter de entrar em
linha de conta, na aplicacdo das férmulas, com a espessura
dos cortes. E de salientar, finalmente, que os resultados
obtidos na sexta observacio humana, com colheita dos
fragmentos tecidulares na piramide do verme cerebeloso, sao
em tudo semelhantes aos obtidos nas cinco primeiras obser-
vacgbes feitas a nivel dos hemisférios.

Microscopia electronica

Pude verificar que o didmetro médio (= desvio padrio)
do niicleo das células granulosas do Homem ¢ semelhante ao
das mesmas células no Pombo e significativamente diferente
(p < 0,001) das do Rato. Com efeito, encontrei para as duas
primeiras espécies 5,7 +08p e para a ultima 6,2 = 0,7 p.
T curioso motar que o estudo do cortex cerebeloso da RA,
com métodos idénticos aos seguidos neste trabalho, revelou
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que o didmetro médio dos niicleos dos grinulos neste animal
era ainda superior ao valor obtido para o Rato: 8,1 =+ 0,7 p.

Os resultados obtidos no estudo morfométrico dos ter-
minais das fibras musgosas, quer no referente i organizagio
espacial e aos contactos sinapticos, quer mno que respeita
a organizacio intracelular, encontram-se condensados nos
Quadros II a IX. E de salientar que os dados recolhidos
na sexta observacio do Homem, & qual ji atras aludi, sdo
semelhantes aos obtidos mas outras cinco, excepto no respei-
tante a densidade de superficie do reticulo endoplasmico
liso que neste caso se apresentou nitidamente elevada em
comparacdo com as restantes observacdes realizadas nesta
espécie (Quadro VII).

Procedi & analise estatistica dos resultados obtidos no
estudo morfométrico da organizagdo espacial dos terminais
musgosos no neurdpilo da camada granulosa, bem como a
apreciacdo das caracteristicas das suas zonas activas (Qua-
dros 1I, III, IV e V). Como se pode verificar, sdo significa-
tivas as diferengas entre os valores da densidade volumétrica
dos terminais musgosos no Homem (94 = 4 ,*/1000 x*), no
Pombo (140 =+ 4 4*/1000 1*) e no Rato (155 =+ 5 /1000 p?).
Comprovei ainda a existéncia de diferencas sugestivas entre
a densidade de superficie, e a razio entre a superficie e
0 volume dos terminais no Homem (357 + 27 »2/1000u* e
4,043 = 0,170 p*/p*, respectivamente) e idénticos parimetros
no Rato (492 + 17 ,2/1000 p* e 3,363 == 0,221p2/p%). J4 a
razao entre a superficie e o volume dos terminais do Homem
¢ significativamente diferente da obtida no Pombo (3,115 =+
+ 0,072 p*/p*) ao contrario do que sucede com os valores
da densidade de superficie nestas duas espécies (357 + 27u2 /
/1000 p* no Homem e 417 =11 42/1000 ,* no Pombo, res-
pectivamente). A percentagem da superficie dos terminais
ocupada por contactos sinapticos revelou-se significativamente
maior no Homem (10,6 +=0,4%) do que no Pombo e no
Rato (respectivamente 6,8 +-0,5% e 6,8 & 0,4 %). O mesmo
acontece com a extensio média de contactos sinipticos
(0,280 == 0,010 » no Homem, 0,239 =+ 0,007 no Pomho e
0,239 = 0,006 » no Rato). Acrescente-se que a comparacio
dos valores encontrados, no estudo dos parimetros referidos,
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1, 2 @ 3—Fotografias de cortes semi-finos das camadas granulosas do cerebelo do Pombo, Rato e Homem respec-
tivamente. ldentificaclo facil dos grdnulos e do neurbpilo circunjacente (N). Ausé&ncia de diferengas \
especificas aparentes. |
Azul de toluidina (x 1250). |
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entre o Pombo e o Rato, apenas mostrou diferencas signifi-
cativas mo que se refere a densidade de superficie dos
terminais musgosos (417 == 11 x2/1000 * no Pombo e 492 =+
=+ 17 p2/1000 p* no Rato).

Todos estes wvalores exprimem apenas a meédia geral
e o desvio padrio dessa média, calculada para cada espécie,
a partir dos resultados colhidos em cada uma das observacoes.
Nao traduzem naturalmente as consideraveis variagbes que
é possivel encontrar nao s6 dentro da mesma espécie, como
até do mesmo individuo, variacGes essas que tanto se regis-
taram na organizacdo espacial dos terminais musgosos
(figs. 4 ¢ T), como na distribuicdo e quantidade das zonas
de contacto siniptico em cada terminal (figs. 10 e 11). De
qualquer modo, e apesar disto, os resultados do estudo mor-
fomético vieram confirmar as impressoes colhidas na obser-
vacdo sistemitica de numerosos terminais, conforme se pode
comprovar nas figuras 4 a 6 e 8 a 10, que traduzem os
aspectos mais frequentemente encontrados em cada espécie.

Deve ter-se em conta que a impossibilidade de consi-
derar mos célculos a espessura exacta dos cortes, torna mode-
radamente subestimados em relacdo aos reais, os wvalores
obtidos para a percentagem de volume da camada granu-
losa ocupada pelo neurodpilo. Em contrapartida, os wvalores
cothidos para as densidades de volume e superficie dos
terminais, bem como para a percentagem de superficie da
membrana do terminal ocupada por contactos sinapticos (e
consequentemente da extensio média dos contactos sindpticos)
resultam levemente sobrestimados. Para obstar a estes incon-
venientes poderia ter utilizado a correccdo preconizada por
HoLMEs (’27). Todavia nio o fiz, atendendo ao facto das
estruturas quantificadas apresentarem uma forma muito
diferente das da esfera e densidade fotdnica e electrénica
muito heterogéneas e por se tratar de um estudo comparativo
entre espécies, no qual, como é Obvio, se esbate bastante a
importancia da exactiddo dos wvalores reais absolutos. Por
este motivo, e porque LoUD et al. (’65) demonstraram que as
influéncias 'da compressdo mecanica e da distorcéo éptica como
que se anulam reciprocamente quando se utiliza uma resina
de tipo Epon, nio introduzi qualquer correcgdo em funcéo
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das referidas influéncias. Relativamente a possiveis discre-
péncias entre os valores obtidos e os valores reais cumpre-me
salientar que os processos utilizados na determinacio da
extensdo média dos contactos sinapticos, que foram descritos
por VRENSEN e DE ClRoOT (’73) apenas asseguram a avalia-
cdo da extensio média dos perfis sinapticos observados em
cortes ultrafinos, por mnido levarem em conta a forma e
dimensdo do disco sinaptico, bem como a distribuicio destes
parametros.

Voltando aos resultados expressos nos Quadros II, IIT
e IV, verifica-se a possibilidade de obter para cada observacio
um parimetro secundario: a superficie sinaptica 'dos termi-
nais musgosos por unidade de volume do neur6pilo. Para
tanto, basta multiplicar os valores da densidade de superficie
dos terminais musgosos pelos das percentagens de superficie
desses terminais ocupada por contactos sinapticos. Pelo seu
calculo, comprovei que a superficie sindptica do terminal
musgoso por unidade de volume do neurdpilo é nitidamente
maior no Homem (37,8 x2/1000 x*), do que no Rato (33,5 p2/
/1000 p*) e no Pombo (28,4 ,2/1000p*). Apesar do menor
volume dos terminais musgosos por unidade de wolume do
neurépilo ha, assim, na primeira destas espécies e com
referéncia a esses terminais musgosos, maior superficie activa
siniptica. Contribuiu ainda para aumentar a importancia
biolégica deste achado, a verificada coexisténcia, em cada
observacao, de forte correlagdo positiva entre os valores da
razdo entre a superficie e volume dos terminais musgosos e
os das percentagens de superficie desses terminais ocupada
por contactos sinapticos. Os coeficientes de correlacio encon-
trados foram de 0,517 no Homem, de 0,921 mo Pomhbo e de
0,974 no Rato, o que significa que quanto maior a superficie
por unidade de volume dos terminais, maior a percentagem
dessa superficie ocupada por contactos sinidpticos. O produto,
em cada uma das observacoes, destes valores primarios per-
mite entdo obter, de maneira idéntica A referida atris, para
o calculo da superficie sinaptica por unidade de volume do
neurdpilo, um outro pardmetro secundario, a wsuperficie
sinaptica dos terminais musgosos por unidade de volume dos
proprios terminais, igualmente maior no Homem (0,432 p2/p?),
do que no Rato (0,231 p2/p®) e no Pombo (0,214 p2/pd).
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4— Aspecto caracteristico da camada granulosa de cerebelo do Homem (x9000). Limites do neurdpilo assinalados
com tinta preta a traco grosso, terminais das fibras musgosas [TFM) com um trago mais fino. Nimero elevado
de perfis de terminais de pequenas dimensdes dispersos no neurépilo (N).

CG-Células granulosas.







5— Aspecto caracteristico da camada granulosa do cerebelo do Rato ( x9000). Menor nimero de perfis de terminais
de fibras musgosas {TFM) do que no caso anterior e a area do neurépilo (N) por eles ocupada, considera-
velmente maior.

CG-Células granulosas.






6— Aspecto caracteristico da camada granulosa do cerebelo do Pombo (x9000). Namera francamente reduzido
de terminais musgosos (TFM} em contraste com a grande superficie por eles ocupada.
N— Neurépilo. CG— Células granulosas.







7— Aspecto invulgar de um terminal musgoso (TFM) da camada granulosa do Homem (x9000), de grandes
dimensdes.
N—Neurépilo. CG— Células granulosas.



A partir dos valores da superficie siniptica dos terminais
musgosos e da densidade mumérica das vesiculas lisas destes
terminais, obtive o namero de wvesiculas lisas por y* da
superficie sinaptica, significativamente menor (p < 0.001)
no Homem (2146 = 82) do que no Rato (4037 = 363) e no
Pombo (3473 = 173). Admitindo (ver Material ¢ Métodos)
que a area dos contactos sindpticos é de 0,0616 p* no Homem,
e de 0,0449 > no Rato e no Pombo, calculei, a partir destes
valores, o niimero aproximado de vesiculas lisas por sinapse
(132 no Homem, 181 no Rato e 155 no Pombo).

Para além da avaliagdo da superficie sindptica, por
unidade de volume dos contactos sinipticos (quer do neu-
ropilo, quer dos proprios terminais), teria ainda interesse
a determinacido da sua densidade numerica, isto ¢é, do seu
nimero por unidade de volume.

Todavia, ndo achei aconselhivel proceder a determinacio
de tal pardmetro, por me parecerem insuficientemente conhe-
cidos determinados factores indispensaveis para a correcta
aplicagao de qualquer das equagdes utilizadas para esse fim.
Sdo elas a equacido de WEIBEL ¢ GOMEZ ('62)

=

N 2

4
Bl e
v 8 1
vV 2

v

na qual o valor de k depende da distribuicio das dimensdes
das sinapses e £ da sua forma; e a equacio de LoUD et
al. (’66):

3

N =V R—FZ
27(3 + 2)

para cuja aplicacio se teriam de assemelhar os discos
sinapticos a cilindros de seccio circular e de dimensdes
conhecidas, sendo R a razio entre a superficie e o volume
dos referidos cilindros e 3 a relagio entre o didmetro da
superficie de seccdo e a altura do cilindro. Facilmente se
comprende o risco de erro ma utilizacio destas equacdes
quando ndo estdo suficientemente bem determinados os

— 53



valores de k, 8, R e 3 e, quando por outro lado, hi dificuldade
em calcular com precisdo, através da contagem de pontos
no material tratado pelo 6smio, a densidade volumétrica dos
contactos sinapticos (V).

No que se refere a quantificacio ntimerica destes con-
tactos, limitei-me a uma tentativa de determinacio do ntimero
dos seus perfis por unidade de Area do terminal musgoso,
recorrendo assim ao processo utilizado por VRENSEN e DE
GRrooT (’73). Os resultados obtidos por unidade de 4rea dos
perfis dos terminais musgosos, embora tenham permitido
verificar um nimero significativamente maior (p < 0,02), de
contactos sinapticos no Homem (801,8 == 37,8 Sin/1000 p*) do
que no Rato (638,6 = 35,4 Sin/1000 x*) e no Pombo (563,8 =
-+ 83,1 Sin/1000 p*), enfermam no entanto <das limitactes que
atrds se apontaram, a proposito da determinacdo da extensdo
média dos contactos sinapticos. Numa perspectiva morfomé-
trica, apenas podem servir, portanto, como aproximacgio de
uma determinada realidade.

A analise estatistica dos resultados obtidos no estudo
moorfométrico dos organitos dos terminais das fibras musgosas
encontra-se resumida no Quadro VI. Apresento os resultados
discriminados por observacido e por espécie nos Quadros VII,
VIII e IX. Dessa analise estatistica, ressalta que as diferencas
mais importantes entre as espécies estudadas se encontram
nas densidades numéricas das vesiculas claras e das vesiculas
revestidas. Assim, contei por micron clbico, menor nimero
de vesiculas claras no terminal musgoso do Pombo (731+35)
do que no Rato (899 + 36) e mo do Homem (914 + 31),
Nestas duas 1ultimas espécies, obtive, de resto, valores bas-
tante aproximados. O nGmero de vesiculas revestidas por
micron clbico do terminal musgoso do Homem (10,7 == 0,5)
mostrou-se, por seu turno, significativamente menor do que
no Rato (15,9 = 2,0) e apenas sugestivamente menor do que
no Pombo (13,0 == 1,1). No que se refere 4s wvesiculas escuras
embora o seu nimero por micron citbico no terminal musgoso
seja menor no Homem (1,70 = 0,28) do que no Rato (1,79 =
+ 0,25) e do que no Pombo (2,19 + 0,36), as diferencas
encontradas foram, no entanto, pouco salientes. Os resultados
obtidos na «quantificacdo do estudo morfométrico dos outros

5 —







8—Perfis de terminais musgosos do Homem (TFM.x30000). Parte inactiva do plasmolema demarcada com tinta
preta e zonas de contacto sindptico (ZC) a branco. Mitocéndrias e vesiculas claras neles inclusas de facil
identificacdio, formando estas, caracteristicos aglomerados junto as sinapses com 0s dentritos das células
granulosas (DCG)—facilmente identificiveis pelas suas espinhas. Percentagem elevada, nestes casos, de con-

tactos sindpticos.







9 Aspecto parcial de um terminal musgoso do Rato (TFM.x30000). Zonas activas (ZC) menos numerosas e
menos extensas do que no Homem. Numerosos microtubulos {pontas de seta pequenas); vesicula escura
num aglomerado sinéptico (ponta de seta grande); aspectos infrequentes nestes terminais. DCG— Dentrito
de célula granulosa, visualizavel em grande extens&o.


http://TFM.x30.000




10— Aspecto parcial de um terminal de uma fibra musgosa do Pombo (TFM. x30000). Escassas sinapses.
ZC—Zonas de contacto sindptico. DCG— Dentritos de células granulosas.






11— Terminal musgoso do Pombo (TFM.x30000). Numerosas zonas de contacto sinéptico. (ZC). As pontas de
seta apontam para dois corpos multivesiculares.
DCG — Dentritos de células granulosas.



http://TFM.x30.000
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organitos considerados, quase ndo mostrou diferencas signifi-
cativas entre as trés espécies. Todavia, no que se refere a
densidade volumétrica das mitocOndrias obtive wvalores
sugestivamente menores no Pombo (19,3 == 1,0 /100 p*) do
que no Rato (22,1 = 0,9 »3/100 p*) enquanto os valores encon-
trados no Homem (20,0 = 0,8 /100 »*) ndo eram sensivel-
mente diferentes dos wverificados nas outras duas espécies.
Quanto aos obtidos para o volume dos corpos multivesiculares
e para a superficie do reticulo endoplasmico liso por unidade
de wvolume do terminal musgoso, € de salientar que entre as
espicies estudadas n@o observei diferencas significativas
ou sugestivas, muito embora tivesse encontrado valores
discretamente mais elevados no Pombo (0,28 = 0,05 2/100 p°
e B1,5 =75 u2/100 p?, respectivamente) do que no Homem
(0,19 =+ 0,04 n.*/100 * e 43,6 =3,1p%/100*) ou no Rato
(0,20 = 0,05 p3/100 p* e 43,3 = 3,8 p*/100 p?).

Cotejando os valores obtidos em cada animal, ndo
encontrei qualquer correlacdo positiva ou negativa entre as
densidades numéricas das vesiculas claras ou revestidas e os
parimetros referentes aos restantes organitos. De igual modo,
da comparacido destes entre si também ndo ressalta
qualquer correlacdo significativa, embora seja sugestiva a
correlacdo positiva entre a densidade numérica das vesiculas
escuras e a densidade volumétrica dos corpos multivesiculares
(Homem r = 0,703; Rato r = 0,797 ¢ Pombo r = 0,976). Tudo
isto se mostra no Quadro X.

A comparacgio entre a superficie sindptica por unidade
de volume do terminal das fibras musgosas — segundo para-
metro secundario atris referido—e a densidade numérica
das wvesiculas claras, mostra, no entanto, uma forte correlacgéo
positiva nas trés espécies (Homem r = 0,890; Rato r = 0,903
e Pombo r = 0,997). Isto jA ndo se verifica em relagdo as
vesiculas revestidas, nem as escuras (Quadro XI).

Vejamos, por Gltimo, em breve andlise, os resultados
obtidos no estudo de cada um dos organitos em particular.
Comeco por salientar que o didmetro médio das vesiculas
claras é muito semelhante nas trés espécies: Homem 45,3 nm,
Rato 43,3 nm, Pombo 44,7nm. Registei como valores extre-
mos por terminal, 39,0 e 53,0 nm no Homem, 35,7 e 49,7nm
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no Rato e 42,3 e 47,nm no Pombo. No que se refere i den-
sidade numérica dessas vesiculas claras encontrei variacio
apreciavel entre os diferentes terminais observados, sobre-
tudo no Rato (Histograma 1) e numa das observacdes
nesta espécie (Quadro IX) uma variagio inesperada dos
seus valores médios. Os wvalores méximos foram, por
micron quadrado do perfil do terminal, de 185 vesiculas
claras para o Homem, 284 para o Rato e 194 para o
Pombo. Avaliei ainda o didmetro médio das vesiculas claras
de terminais seleccionados pela maior densidade numérica
destes organitos (figs. 12, 13 e 14) medindo o seu valor nos
perfis de 250 vesiculas de cada espécie (50 vesiculas por
terminal). Encontrei para o Homem 46,0 nm (sendo os valores
extremos, por terminal, 42,2 e 52,9 nm), para o Rato 46,7 nm
(valores extremos 42,9 e 52,0nm) e para o Pombo 43,7 nm
(valores extremos 39,8 e 50,1 nm). Nio se afastam significa-
tivamente dos encontrados para o didmetro médio dos perfis
vesiculares em terminais néo seleccionados, independentemente
portanto da densidade numérica em vesiculas claras. E de
salientar, no entanto, que foi exectamente no Rato, espécie
na qual, como atras apontei, se verificou a maior densidade
numérica nalguns terminais, que observei uma diferenca mais
acentuada (p < 0,1) entre os valores do didmetro médio dos
perfis vesiculares medido em terminais ndo escolhidos
(43,3nm) e o do mesmo parimetro em perfis dos terminais
seleccionados pela sua elevada densidade numérica (46,7 nm).

Em relagio as vesiculas revestidas, encontrei, igual-
mente, dimensdes muito semelhantes nas trés espécies estu-
dadas: 73,3nm no Homem (59,3 — 89,7 nm), 72,3 nm no Rato
(62,3 — 88,3nm) e 71,0 nm no Pombo (61,3 — 78,5 nm). Veri-
fiquei, de igual modo, ampla wvariacio na distribuicio da
densidade dos perfis das vesiculas revestidas por unidade de
superficie dos terminais musgosos, a qual se encontra expressa
percentualmente no Histograma 2. Os valores méaximos por
micron quadrado do perfil do terminal foram no Homem
de 6,54, no Rato de 11,07 e no Pombo de 6,48.

Apreciando (em perspectiva meramente qualitativa) as
fotografias dos cortes ultrafinos dos exemplares estudados,
nota-se imediatamente que as wvesiculas revestidas se dis-
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tribuem, em qualquer das trés espécies, com muito mais
elevada densidade & periferia 'do terminal (Fig. 15), sendo
frequente ai a presenca de vesiculas pinocitéticas (Fig. 16).
Ainda no que se refere a estas vesiculas, comprovei o seu
menor nfimero por unidade de volume nos terminais do
Homem, quando comparados com os do Rato e os do Pombo
(Quadro VI), e uma diferenca significativa dos valores da per-
centagem do ntimero de vesiculas revestidas, em relacdo ao
nlimero total de vesiculas claras por terminal, no Homem, Rato
e Pombo. Com efeito, esta percentagem é significativamente
menor (p < 0,02) no Homem (1,63 == 0,12%) 'do que mno
Rato (2,51 = 0,429%) e no Pombo (2,43 = 0,26 %). Embora
a distribuicio histograméatica em todos eles esteja de acordo
com a lei de Poisson (Histograma 2), a comparagio, animal
por animal, dos valores absolutos da densidade numérica das
vesiculag claras e das wesiculas revestidas, mostra uma cor-
relacdo positiva no Pombo (r = 0,833) e negativa no Homem
(r=—0,280) e no Rato (r= —0,986). Isto significa que
o maior nimero de vesiculas revestidas acompanha no Pombo
o predominio das vesiculas claras, ndo acontecendo o mesmo
no Homem nem no Rato, no qual até se regista uma relacio
inversa.

Pelo que respeita as vesiculas escuras, encontrei um
didmetro médio no Pombo de 92,0 nm, inferior ao do Rato
(96,3nm) e do Homem (97,0nm). A distribuicdo das densi-
dades numéricas destes organitos por unidade de superficie
dos terminais encontra-se registada graficamente no Histo-
grama 1. Ai se pode comprovar uma distribuicdo que segue
sensivelmente a lei de Poisson e verificar que em '‘todas
as espécies existem perfis com densidade muito elevada
(Fig. 16). Comparando o aspecto e as caracteristicas dos
diversos organitos nos terminais com elevada densidade em
vesiculas escuras com os perfis dos terminais ndo seleccionados,
cheguei & conclusdo curiosa de, nos primeiros, ser menor
a densidade wvolumétrica das mitocéndrias e geralmente
maior a densidade numérica das vesiculas claras e das
vesiculas revestidas. Os wvalores da densidade volumé-
trica das mitocondrias calculados a partir dos perfis dos

64 —







12, 13 e 14— Aspectos parciais no Rato, no Pombo e no Homem, respectivamente, de terminais musgosos com
grande densidade numérica de vesiculas claras. Ponta de seta indica vesicula revestida e circulo
envolve multiplos reticulossomas.

{x30000).







15— Terminal musgoso humano com numerosas vesfculas revestidas (pontas de seta), localizadas sobretudo 2
sua periferia.
( x45000).

16— Terminal musgoso do Rato, com nimero muito elevado de vesiculas escuras, dispersas por todo o terminal
(pontas de seta pequenas). Formacdoc membranosa nado identificavel, revestida por um “coat’’ idéntico
ao das vesiculas revestidas |ponta de seta grande). Duas vesiculas pinocitéticas com a caracteristica forma
de 6mega e revestidas por um "coat” (seta), tendo na sua vizinhanga duas vesiculas revestidas.

( x 30000).






TERMINAIS MUSGOSOS DO RATO
(TFM. x 30000)

17—Terminal com numerosas mitocdndrias, ausentes todavia num dos seus prolongamentos.
18— Terminal preenchido na sua quase totalidade por perfis mitocondriais.
19— Terminal sem qualquer perfil mitocondrial visivel.






TERMINAIS MUSGOSOS
{x30000)

20— Homem— as setas apontam para imagem pouco comum de reticulo endoplésmico liso.

21— Homem — fragmentos de reticulo endoplésmico liso, indicam as pontas de seta.

22— Homem—as pontas de seta indicam fragmentos circulares de reticulo e as setas apontam para dois corpos
multivesiculares. Nota-se grande namero de perfis mitocondriais.

23— Pombo—as setas apontam para um aspecto invulgar do reticulo endoplésmico liso.
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terminais musgosos com mais de 0,7 vesiculas escuras por
micron quadrado do perfil foram de 17,2 »3/100 p* no Homem,
16,2 x2/100 p* no Rato e 18,0 u*/100 p* no Pombo, e os valores
das densidades numéricas das vesiculas claras e revestidas
calculadas nas mesmas circunstincias, foram respectivamente
de 856v.c./p* e 12,8v.r./u* no Homem, 1048v.c./p® e
17,00v.r./u* no Rato e 1055v.c./u® € 8,6 v.r./u* no Pombo.

A meu ver, estes factog apenas traduzem o resultado
da distribuicdo topografica particular dos organitos mos ter-
minais, onde as mitocOndrias ocupariam o seu eixo, ficando
a periferia livre para a populacido vesicular (Fig. 17). Esta
hipétese assenta no reconhecimento de que os organitos néo
se distribuem uniformemente pelo terminal (PALAY e CHAN-
-PALAY, '7T4). A anélise morfométrica dos terminais podera,
portanto, ser viciada se se colherem as amostras de perfis
em que predomine, por exemplo, um certo tipo de organitos.
Por outro lado, na contraprova que foi possivel efectuar
através de quantificacdes das vesiculas escuras em perfis
de terminais com escasso e com elevado niimero de mito-
condrias, encontrei nos primeiros, grande niimero de vesi-
culas escuras por unidade de Area dos perfis e, nos segundos,
valores muito mais baixos.

Em fungdo disto, a distribuicdo da densidade volumé-
trica 'das mitocondrias assume grande variabilidade de ter-
minal para terminal, observando-se todas as gradacdes desde
0s valores muito baixos até aos muito elevados (Figs. 18
e 19).

Quanto ao reticulo endoplismico liso, & de salientar a
\ sua extrema variabilidade morfolégica dentro de um mesmo
‘ animal de experiéncia e até no seio dos terminais prove-

nientes de um mesmo bloco (Figs. 20 e 21). Curiosamente
‘ pude observar uma disposicdo deste reticulo muito seme-
| lhante a um aparelho de GoLcr (Fig. 22).
‘ Finalmente, refiro-me & grande variabilidade dos corpos

multivesiculares, desde formas simples a outras muito ela-
| boradas. A sua densidade é extremamente pequena; rara-
‘ mente se observa mais do que um por perfil de terminal
| musgoso (Fig. 23).
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta analise morfométrica dos
terminais musgosos da camada granulosa do cerebelo mos-
tram, de maneira geral, a existéncia de diferengas significa-
tivas entre o Homem e os outros dois vertebrados superiores
estudados. Encontram-se quer nos parametros que quantificam
a organizacio tridimensional dos referidos terminais, quer
nos que dizem respeito a quantificacdo da sua superficie
sinéptica e & dos organitos com ela directamente relacionados.

A semelhanca dos resultados obtidos no Rato e no
Pomhbo, parece apoiar a ideia de que a organizacio do circuito
cerebeloso (pelo menos no que respeita as aferéncias mus-
gosas) é praticamente sobreponivel nos Mamiferos e nas Aves
(NIEUWENHUYS, ’67). Todavia, de acordo com os resultados
das pesquisas de LANGE ('75), esta similitude ndo deve ser
generalizada & totalidade das espécies destas duas classes
de vertebrados. Eu préprio encontrei marcadas diferencas
nas observacoes feitas no Homem. Tal similitude traduziria
somente uma sobreposicdo circunstancial de caracteristicas
morfolégicas na dependéncia de pesos idénticos, corporal e
cerebeloso, dos animais estudados.

Em face disto, poderid duvidar-se de a organizacio
estrutural ‘do circuito cerebeloso do Homem se integrar ma
linha geral da evolugdo filogenética dos Mamiferos superiores.
Podera portanto perguntar-se se estaremos autorizados a per-
filhar a tese de LANGE (’75) de que a organizacdo estrutural
do cértex cerebeloso varia de acordo com o seu peso, inde-
pendentemente do tipo de funcgOes que desempenha ou se,
pelo contrario, a complexidade de fungdes do cerebelo humano,
assentard numa organizacio estrutural do circuito cerebeloso,
substancialmente diferente da que seria de prever através
da simples anélise da evolucdo filogenética, como outros
autores aventam (CROSBY' 69).

Antes de valorizar os dados das minhas observacles em
relagio a este problema, ndo devo deixar, sob pena de poder
incorrer muma anilise viciada dos resultados, de considerar
a influéncia de determinado ntimero de condicionalismos que
envolveram a recolha dos fragmentoe tecidulares humanos.
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Refiro-me concretamente a trés aspectos que reputo funda-
mentais. Em primeiro lugar, a colheita de fragmentos do
cortex cerebeloso do Homem foi levada a cabo em individuos
com alteragbes patologicas do Sistema Nervoso Central; em
segundo, nédo foi exequivel introduzir nos ratos e nos pombos
0 conjunto de medidas pré e per-operatérias a que o Homem
foi sujeito; finalmente, ndo foi possivel obter fragmentos
tecidulares provenientes das mesmas zonas do cerebelo em
todas as espécies, uma vez que no caso das observacdes
humanas, os locais das colheitas foram condicionados pela
técnica cirtrgica.

Em relacio ao primeiro aspecto, registe-se que, embora
as observagbes tenham sido feitas em material proveniente
de homens com tumores da fossa posterior, houve a pre-
caugdo de o recolher de zonas afastadas das neoplasias. Por
outro lado, a semelhanca dos resultados obtidos em todas as
seis observagdes, permite afastar a hipOtese de em qualquer
uma delas ter havido interferéncia, pelo menos notavel, do
factor mecénico, correlaciondvel com o grau de expansio.

Terd de se admitir, todavia, possivel influéncia nos
resultados do diferente tratamento a que foram submetidos
0 Homem e o0s animais de experiéncia, pois ndo é desprezivel
a accdo das drogas e nomeadamente dos anestésicos, bem
como a propria duragdo da marcose, nos organitos celulares
do Sistema Nervoso como ficou demonstrado por STREIT et
al., (’72) para as vesiculas sinapticas e sinaptoporos. Os
efeitos dos anestésicos na populacio vesicular serdo adiante
alvo de reflexdo mais aturada, quando se discutirem os
resultados obtidos para as populacées de vesiculas claras e
revestidas.

Finalmente hid que reconhecer a existéncia de diferencas
regionais na camada granulosa do cortex cerebeloso, as quais
poderdo ter contribuido para os resultados diversos obtidos
no Homem e nos animais de laboratério. Com efeito, estiio
demonstradas diferengas na densidade em células granulosas
e no didmetro médio 'do ntcleo destas (LANGE, ’72), bem
como na densidade em células de GOLGI e na organizacio
dos terminais musgosos (BRODAL, ’67) entre diversas regides
do cerebelo, diferengas que sdo particularmente notaveis
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quando se comparam o lébulo floculo-nodular com os outros
16bulos cerebelosos (BRODAL, '67 e LANGE, '72).

Pareceu-me, todavia, que o factor regional niao devera
ter condicionado significativamente os resultados obtidos nas
investigacOes realizadas, atendendo a que se nao utilizaram
fragmentos provenientes do lobulo floculo-nodular, a que o
nlmero médio de célulag granulosas, por unidade de volume, em
diferentes regides do cortex cerebeloso dos hemisférios, é sen-
sivelmente idéntico ao nitmero de células do verme (LANGE, '72),
e finalmente a que os resultados obtidos na sexta observacao
humana (com material recolhido do verme) foram em quase
tudo idénticos aos obtidos nos restantes cinco, excepto no
que se refere ao valor da densidade de superficie do reticulo
endoplasmico liso, facto cujo significado desconhego. Acresce
ainda a -circunstincia de, como CROSBY (’69) acentua, os
terminais das fibras da via cortico-ponto-cerebelosa se loca-
lizarem, nos Primatas, tanto no verme como na parte posterior
dos hemisférios, enquanto que nos Mamiferos inferiores e nas
Aves ficam confinados ao verme e as regioes adjacentes. Ora,
sendo ponto assente que a evolugdo funcional do cerebelo
humano estd directamente relacionada com o desenvolvimento
da referida via cortico-ponto-cerebelosa, parece logico ter-se
estudado um dos elos do circuito cerebeloso precisamente nas
regides onde seria de presumir a existéncia do maior ntmero
de terminais provenientes das fibras da referida via.

No que respeita a percentagem de volume da camada
granulosa ocupada pelo meurdpilo e ao nimero de células gra-
nulosas por unidade de volume da referida camada, néo
encontrei, como disse, diferengas significativas de espécie para
espécie. Os valores obtidos para este 0ltimo aproxima-se
bastante, de resto, dos registados por SMOLYANINOV (’66)
para o numero de granulos no Homem e os resultados refe-
ridos por PALKOVITS et al., (’71) sdo idénticos aos que obtive
e afastam-se de outros, como por exemplo, dos de BRAI-
TENBERG € ATwo00D (’58) e Fo0X et al. ('67) respeitantes ao
Macaco. Nio surpreende esta discrepancia se se atender as
diferencas metodolégicas, as quais como PALKOVITS et al. ('71)
expressamente demonstraram, interferem nos resultados de
modo sensivel.
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A semelhanca, nas trés espécies, dos valores encontrados
para o nimero de células por unidade de volume da camada
granulosa, ndo se harmoniza com os resultados obtidos por
LLANGE ('75). Este investigador pensa que a evolugio da
organizagao do cerebelo estd directamente dependente da
diminui¢cdo do volume e do namero de células por unidade
e volume do cortex cerebeloso, com consequente aumento
do volume ocupado pelo neurdpilo, de uma maneira em tudo
idéntica & que foi descrita por HAUG ('67) para o cortex
cerebral. Todavia os meus resultados, como disse, ndo apoiam
este ponto de vista e levaram-me a formular a hipdtese de
cue a evolugdo funcional do cerebelo ndo esti directamente
clependente do aumento do neurdpilo da camada granulosa,
mas antes de um arranjo diferente, porventura mais complexo,
dos elementos que o constituem. Diversos factores por mim
observados tornam verosimil esta tese. Com efeito, pude
comprovar que a Aarea sinaptica dos terminais musgosos por
unidade de volume de neurépilo é maior no Homem do que
no Rato e no Pombo, apesar do volume dos terminais por
unidade de volume ser significativamente menor no Homem
que nas espécies referidas. A maior superficie sinaptica dos
terminais musgosos do Homem, com simultinea diminuigio
do referido volume é de atribuir, por um lado, & sua maior
superficie por unidade de volume e pelo outro, & mais elevada
percentagem de superficie do terminal ocupado por contactos
sinapticos, na dependéncia ndo s6 do maior tamanho destes,
mas também do seu maior nimero, dado que o acréscimo
percentual da superficie dos terminais musgosos no Homem
€ muito maior que o do tamanho das zonas de contacto. Esta
maijor superficie por unidade de volume do terminal encon-
trada no Homem, depende, a meu ver, da sua maior comple-
xidade e portanto de maior dispersdo no neurdpilo. Isto esti
de acordo, é curioso nota-lo, com as imagens de Golgi obtidas
por CRAGIE (’26) no Macaco, no qual os terminais musgosos
se¢ apresentam mais enovelados do que é habitual em animais
filogeneticamente inferiores e com os aspectos ultrastruturais
da camada granulosa do cerebelo da mesma espécie, onde
silo visiveis mumerosos e pequenos perfis de terminais mus-
gosos (Fox et al, '67).
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Este enovelamento dos terminais conduzir-nos-ia assim,
numa reconstrucie tridimensional, a uma estrutura esferdide
ocupada por uma delicada rede de prolongamentos nervosos
com abundantes possibilidades de contactos sinapticos, quer
com o8 dendritos de células granulosas quer com os de células
de GOLGI. Se os terminais das fibras musgosas do Homem
contactarem com um maior numero de dendritos de células
granulosas, entdo, serd de presumir, que a difusdo dos esti-
mulos conduzidos pelas fibras musgosas do Homem seja
maior do que nos outros animais, dado que é improvavel
haver contactos sinapticos do mesmo terminal musgoso s6
com dendritos da mesma célula granulosa (ECCLES, '67). Por
outro lado, se os terminais das fibras musgosas do Homem
estabelecerem um maior nimero de contactos sinipticos com
os dendritos das células GoLGI, é total a concordincia com o
que LLINAS ('69) postulou sobre o progressivo desenvolvi-
mento dos sistemas inibitorios da camada granulosa ao
longo da escala animal. No entanto, seria de interesse
esclarecer o significado dos resultados obtidos por LANGE ('74),
o qual utilizando metodologia discutivel, observou um menor
nimero destes interneuronios no Homem, em relagio aos
outros Mamiferos.

O significado bioldgico da maior superficie, no Homem
em relagio ao Pombo e ao Rato do terminal musgoso por
unidade de volume, sai valorizado pela acentuada correlagao
positiva verificada em cada observaclo, entre os valores deste
parimetro e os da percentagem da superficie do terminal
ocupada por contactos sinipticos. A medida que se observa
uma mais complexa organizacdo tridimensional dos terminais
musgosos como acontece no Homem, encontra-se a nivel intra-
celular um maior nimero de vesiculas claras por unidade
de volume dos terminais. Verifiquei, de resto, que este nimero
apresentava uma correlagio positiva, nas trés espécies, com
o valor da area sinaptica por unidade de volume do terminal,
isto é, a uma maior drea sinaptica por unidade de volume do
terminal, correspondia em wqualquer das trés espécies, um
major ntmero de vesiculas claras por unidade de wolume.
Isto mdo acontecia quer com as vesiculas escuras gquer com
as revestidas. Este conjunto de dados estid de acordo com o
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que actualmente se sabe sobre a mediagdo quimica da trans-
missdo nervosa, no Sistema Nervoso Central, em cujos meca-
nismos as vesiculas claras desempenham papel activo e par-
cialmente ja conhecido (CECCARELLI et al., '73 e HEUSER e
REESE, '7T3), ao contririo do que acontece com as vesiculas
revestidas (GRAY, '72 e PAULA-BARBOSA e GRAY, '7T4) cujas
funcgbes e significado permanecem por esclarecer.

Nesta perspectiva, constitui facto controverso a exis-
téncia de diferencas significativas entre o Homem e o Rato,
no que se refere & organizacgio espacial e as Areas sinipticas
Jdos terminais musgosos, enquanto sdo semelhantes os valores
da densidade numérica das suas vesiculas claras. O menor
mGmero de vesiculas sindpticas por unidade de superficie
sindptica, hem como a menor densidade numérica de vesiculas
no Homem, quando comparado com o Rato e Pombo, sé podera
ser totalmente valorizado, se se vier a excluir a hipotética
influéncia de alguns factores que passo a analisar.

Um residiria na circunstancia de néo ter podido gquan-
tificar os contactos sinapticos, em termos de nimero de
contactos sindpticos por unidade de volume, pelas razdes ja
apontadas (Vid. Resultados), e haver recorrido & superficie
sindptica por unidade de volume e & extensio média das
sinapses. Ndo posso portanto garantir que ao valor signifi-
cativamente mailor da superficie sinaptica por unidade de
volume do terminal, que encontrei no Homem, corresponda
um maior valor, igualmente significativo, da densidade numé-
rica das suas sinapses, até porque a extensdo média das
sinapses no Homem é significativamente maior do que no
Rato e no Pombo. No entanto, dado que a diferenca entre a
superficie siniptica por unidade de volume do Homem e a
do Rato é proporcionalmente muito maior do que a existente
entre a extensdo média das respectivas sinapses, julgo-me
autorizado a afirmar, com certa seguranga, que no Homem
deverd haver também maior niimero de sinapses por unidade
de volume, conforme indirectamente demonstrei usando o
método preconizado por VRENSEN e DE GrooT ('73), ndo
se podendo, no entanto, garantir que isso seja significativo.

Outra circunstincia a ter em conta, seria a possivel
influéneia da pré-anestesia € do per-operatério nos resultados
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obtidos na quantificagio da populagio vesicular. STREIT et
al., ('72) demonstraram com técnicas de «frecze-etching», a
influéncia dos anestésicos no namero dos sinaptoporos obser-
vados na membrana pré-siniptica, ndo se podendo portanto,
deixar de ter em conta a accido destas substincias mnos
processos dinidmicos do terminal, nomeadamente nos meca-
nismos de renovacio da membrana vesicular. Convém notar
que entre a colheita dos fragmentos tecidulares e a sua
fixagdo, decorreu mais tempo no Homem que no Rato e
no Pombo, podendo dai resultarem igualmente modificacdes
apreciaveis.

Finalmente, pode acontecer que a maior densidade
numérica vesicular no Rato em relagdo ao que seria de esperar
em fungio da superficie sinaptica por unidade de volume
dos seus terminais, se deva ao facto de neste animal terem
sido objecto de quantificacdo maior ntimero de terminais com
elevada densidade numérica de vesiculas claras, quici, alguns
terminais provenientes de colaterais de fibras trepadoras que
teriam uma populagdo vesicular muito mais 'densa (PALAY
e CHAN-PALAY, 'T4).

A comparagiao dos resultados obtidos para as vesiculas
claras no Rato e no Pombo oferece, igualmente, motivos para
cuidada analise, uma vez que a valores semelhantes da
superficie sindptica por unidade de wvolume dos terminais
em ambos os animais, correspondem no Rato valores muito
mais elevados na densidade numérica das referidas vesiculas,
bem como dos seus nimeros por wunidade de superficie
sinéptica e por sinapse. Isto é, estamos perante uma situacio
praticamente inversa da que se observou na comparagio Homem-
-Rato, o que a nosso ver vem reforgar a hipétese de que
no Rato, por motivos que desconhecemos, teriam sido quan-
tificados terminais, que numa perspectiva de densidade numé-
rica das vesiculas se afastam nitidamente dos valores médios.
Esta hipotese é corroborada pelo estudo, no Rato, da dis-
tribuicdo histogramatica dos terminais, em funcio da sua
densidade por unidade de superficie, na qual se observa o
aparecimento de terminais com densidades aberrantes em
relacio ao das outras espécies, e pela verificacdo de uma
variacdo inesperada dos valores médios da densidade numé-
rica das vesiculas claras dentro de uma mesma observacdo.
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Para além disto, estes terminais do Rato com elevada den-
sidade vesicular possuem vesiculas claras de didmetro médio
francamente superior aos medidos em terminais escolhidos
a0 acaso, 0 que indirectamente vem confirmar a nossa hipotese
de se tratar de um tipo particular de terminal e esta de
acordo com as observagdes de PALAY e CHAN-PALAY ('74)
efectuadas na mesma espécie. i

Comparando-se por outro lado, a populagao de vesiculas
claras do Pombo, com a dos dois Mamiferos estudados, é de
salientar a sua menor densidade numérica. Podera, de algum
modo estar relacionada com a presenga nesse animal de
juncgOes especializadas (PAULA-BARBOSA, 'T6) tradutoras de
transmissdo do tipo electrénico mnos respectivos terminais
musgosos (BENNETT, '72). Este tipo 'de transmissdo, que,
como € sabido, gasta menos energia, e o menor numero de
perfis sinapticos e de vesiculas claras, poderdo explicar a
menor densidade volumétrica mitocondrial observada nos
terminais musgosos do Pombo.

Como ja se referiu, nio encontrei em qualquer das
espécies estudadas correlagdo positiva entre a area sinaptica
dos terminais musgosos e a densidade numérica das vesi-
culas revestidas, ao contrario 'do que sucedia com as vesi-
culas claras. Para além disto, a comparacdo do nlmero de
vesiculas revestidas com os outros parimetros morfométricos
obtidos, apontam para a independéncia desta populacio vesi-
cular dos outros organitos do terminal (opinido de resto cor-
roborada por factos que adiante apontarei). Inclusivamente,
néo foi possivel estabelecer qualquer relacio numérica entre as
vegiculas revestidas, por um lado, e as vesiculas claras e as
escuras, pelo outro. Acresce a circunstincia de ser marca-
damente menor o wvalor absoluto da densidade numérica das
vesiculas revestidas no Homem, em comparacdo com o Pombo
e o Rato, assim como a percentagem relativa de wvesiculas
revestidas por unidade de superficie dos perfis dos terminais
musgosos em relagdo ao total da populacio das vesiculas
claras. A analise destes resultados, se nio permite esclarecer
as davidas existentes quanto 4 origem e significado das vesi-
culas revestidas, estruturas cuja interpretacio levanta ainda
acesa polémica, fornece no entanto argumentos que parecem
favorecer a hip6tese proposta por GRAY (’73) do revestimento
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vesicular ser um mero artefacto. Na verdade, a impossibi-
lidade de estabelecer qualquer correlagdo coerente entre as
populagdes de vesiculas revestidas e qualquer das duas outras
populagbes vesiculares, bem como a auséncia de correlagio
com o valor da superficie activa do terminal, sugere a inde-
pendéncia das vesiculas revestidas em relagio @o processo
de formacdo vesicular, contrariamente ao proposto por
KANASEKI e¢ KADOTA ('69) e HEUSER e REESE (’73) para
quem as vesiculas revestidas sdo passos importantes no referido
processo.

Porém, mesmo admitindo a hipétese de GRAY, é neces-
sario explicar as razdes pelas quais se encontrou no Homem
um namero significativamente menor de vesiculas revestidas.
Nao se deve esquecer por um lado, como ja atrias referi a
proposito das vesiculas claras, o diferente tratamento de
que foram alvo os fragmentos tecidulares humanos. Haja em
vista a anestesia cuja accdo sobre a populacdo de vesiculas
revestidas € provavel, mas por enquanto pouco conhecida,
e o malor tempo decorrido entre a colheita e a fixagdo. No
entanto, esta Ultima circunstancia, contribuindo para pior
fixaclo, condicionaria, de acordo com CECCARELLI et al., '68
e GRAY, '73, o aparecimento de maior ntimero de vesiculas
revestidas e mdo a sua diminuicdo. Por outro lado, ndo &
de excluir a possibilidade da rede citoplasmatica do terminal,
basicamente proteica (GRAY ’'75), ter diferente constituicdo
de espécie para espécie. Seriamos assim levados a pensar
que a existénecia no Homem de menor nlimero de vesiculas
revestidas, quer em valor absoluto, quer percentualmente, se
relacionaria com uma constituicdo particular da rede proteica
citoplasmatica dos terminais. Se assim for, na discussao
oportuna deste problema (no segundo Capitulo deste trabalho)
subird ao primeiro lugar a apreciacido da importincia bio-
légica que poderi ter a diferente composicio molecular dos
terminais na dindmica vesicular e eventualmente na forma
das vesiculas.

J4 a comparacio dos resultados referentes as vesiculas
escuras niao mostrou diferencas entre as espécies estudadas.
Em todas trés, encontrei alguns terminais com um nimero
desmesuradamente elevado destas vesiculas, o que confirma
as observagbes de PALAY e CHAN-PALAY (’74). O estudo dos
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referidos terminais, ndo permitiu, contudo, confirmar a
hipétese sugerida por estes autores, de que elas representa-
riam fases fisiolégicas particulares de tais estruturas. Em
face da distribuicdo histogramatica, mais nao podemos dizer
de que estamos em presenca de situagdes extremas de uma
dispersdo fisiologica.

Finalmente, no que se refere aos restantes organitos,
e para além do ji mencionado Acerca das mitocondrias, nio
me foi possivel correlacionar as wvariacdes de qualquer deles
com as das trés populacdes vesiculares. Isto mdo autoriza a
concluir pela ndo interferéncia activa destes organitos nos
processos biolégicos dos terminais nem, muito menos, tomar
posicdo na controversa questio da origem das wvesiculas a
partir do reticulo endoplasmico liso (DRroZ et al., ’75).

Como conclusio geral julgo ter demonstrado que a
organizacio arquitectural do circuito cerebeloso € morfomé-
tricamente distinta no Homem e nas duas outras espécies
estudadas. Como caracteristicas mais marcantes, saliento o
menor volume das estruturas em relagio ao neurdpilo envol-
vente e as concomitantes maiores possibilidades de articulacio
sindptica na espécie humana. ‘O menor volume dos niucleos
das células granulosas e o enovelamento e dispersio dos
terminais aferentes do circuito cerebeloso permitem mnéo s6
criar o espago necessdrio ao desenvolvimento das estruturas
de associagio como também oferecer-lhes grandes possibili-
dades de articulacdo sinaptica. Tudo se passa como se a
espécie de miniaturizacio de estruturas do circuito cerebe-
loso do Homem facultasse a valorizacio progressiva dos
interneurénios.
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CAPITULO II

A REDE CITOPLASMATICA DO TERMINAL NERVOSO



INTRODUCAQ

Decorridos sdo ji vinte e um anos sobre a primeira
descricdo morfologica ultrastrutural completa dos terminais
nervosos € das respectivas vesiculas sinapticas feita por DE
ROBERTIS ¢ BENNETT em ‘trabalho publicado em 1955, no
qual estes autores aventaram ainda a hipdtese da correlacio
provavel entre as vesiculas sinipticas e os mecanismos de
libertagio dos medidores quimicos. Sugeriram concretamente
que esses organitos seriam o local de armazenamento dos
mediadores, os quais uma vez lancados na fenda sinaptica
produziriam os quanta de energia registados pela primeira
vez no anco anterior, por DEL CASTILLO e KATZ (’54).

Os trabalhos destes quatro investigadores, constituem
os verdadeiros pilares de toda a sinaptologia. Desde entdo,
muito se progrediu no seu dominio, parecendo-nos, pois, impor-
tante para a melhor compreensio deste capitulo, fazer hreve
revisdo das mais significativas descobertas morfo-funcionais
no campo sinaptolégico, bem como dos métodos utilizados.

A atencido dos morfologistas centrou-se desde infcio, nas
vesiculas sindpticas, aparecendo logo descricdes de vesiculas
com diversas formas, a que se tentou atribuir significado
fisiolégico especial (ver Introdugdo Geral). Por outro lado,
também os contactos sinapticos das membranas dos terminais
nervosos(a que COUTEAUX e PECOT-DECHAVEASSINE, '74, viriam
& chamar zonas activas dos terminais) foram alvo de apro-
fundados estudos. J4 os trabalhos de PALAY, '56 e '58, DE
ROBERTIS, ‘58, GRAY '59 e outros, apontaram para a impor-
tdncia da triade constituida por vesiculas sinapticas, con-
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tactos sinapticos e densidades para-sinipticas (pré e pbs-
-sinapticas), posteriormente conhecida por complexo sinéptico,
como provavel substrato morfol6gico da transmissdo nervosa
quimiea.

GRAY (’59), impressionado pela intima relacdo das den-
sidades pré-sinipticas com a membrana pré-siniptica e os
aglomerados vesiculares justa-sinipticos, procedeu logo a seguir
ao seu estudo pormenorizado. Usou para isso, como método
de coloragido para os terminais das fibras musgosas, o 4cido
fosfotiingstico e o Rato como animal de experiéncia. Observou
ao contrastar o tecido nervoso com o referido acido, em blocos
previamente fixados pelo tetréxido de ésmio (método ji antes
utilizado por HUXLEY em 1958 para a coloragio das proteinas
musculares), que o aparelho para-sinaptico, nomeadamente
as projeccoes densas e as densidades pbés-sinipticas, apareciam
muito mais nitidas, dado o maior contraste electrénico assim
obtido. Estes trabalhos levaram-no a concluir, que tais estru-
turas estariam muito directamente ligadas a dindmica do
terminal. Dadas as diferencas observadas 'de sinapse para
sinapse, formulou uma classificacio morfolégica para estas
estruturas: sinapses do tipo T e sinapses do tipo II. As
primeiras caracterizam-se por projecgdes densas bem desen-
volvidas, fenda sinaptica de cerca de 40nm de espessura e
pronunciadas densidades poés-sinapticas, ao passo que as
segundas ndo apresentam densidades pré e pds-sinapticas tao
marcadas e a respectiva fenda sinaptica ndo excede os 30 nm.
Esta classificacdo, alvo a principio 'de mumerosas criticas,
expostas em trabalho de revisdo por COLONIER (’68), mantém,
todavia, ainda hoje a sua wvalidade. As descobertas simul-
tdneas de PELLEGRINO DE IRALDI ('63) e WALBERG (’63),
de que as vesiculas sinipticas, submetidas a fixacdes
pelos aldefdos, tomam, em terminais diferentes do mesmo
animal quer formas achatadas quer formas arredondadas,
vieram aumentar a sua importincia. Com efeito, pouco depois,
UcHIZONO (’65) wverificou que as wvesiculas achatadas pre-
dominavam nos terminais onde existiam sinapses do tipo II
de GRAY e as vesiculas redondas naqueles onde as sinapses
tipo I de GRAY eram quase exclusivas. Estes dados morfo-
l6gicos levaram ECCLES ('67), com base em estudos electro-
fisiolégicos paralelos, a inferior que os terminais com sinapses
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do tipo II e com wvesiculas achatadas desempenham prova-
velmente funcOes inibitérias, ao passo que os terminais tipo I
com vesiculas redondas teriam funcGes de indole excitatéria.

GEORGE GRAY, sempre motivado pela ideia da grande
importdncia das densidades pré-sinipticas na transmisséo
nervosa, € usando ainda o mesmo método de fixacdo, desta
feita na medula espinhal do Rato, descobriu em 1963 que
as densidacdes pré-sinapticas se apresentam como estruturas
conicas (intimamente rodeadas de vesiculas sinépticas) e que
a sua base assenta na membrana pré-sinaptica, dispondo-gse
no seu conjunto em hexigonos regulares.

Em 1966, BLOOM € AGHAJANIAN, confirmaram @as obser-
vagoes de GRAY, com a descoberta de um novo método de
coloracdo, bhaseado ainda mo acido fosfotingstico, desta vez
aplicado a blocos fixados em aldeido, mas ndo submetidos
a accdo do Osmio. Este método permite o estudo das den-
sidades para-sinipticas, sem que as membranas aparscam
‘contrastadas. Torna-se assim mais facil a deteccio de certas

| particularidades do aparelho para-sinaptico, doutro modo
' encobertas pela impregnacio das membranas. Entre os factos
mais importantes observados por estes autores, salienta-se a
existéneia e material filamentoso entre as bases das densi-
des pré-sinapticas, a estabelecer entre elas mftua ligacio.
Por outro lado, AKERT ¢ SANDRI (’68) baseados na
reaccdo do fixador com as proteinas tecidulares bésicas, tal
como acontece nas coloracées com Aacido fosfotlingstico, des-
creveram mais um método de coloragio electiva para estas
estruturas, o zinco iodado. Para além de confirmarem os
resultados obtidos pelos investigadores jai referidos, descre-
veram com particular clareza o conjunto formado pelas pro-
jeccdes densas, pelas wvesiculas sinipticas e pela membrana
pré-sinaptica, propondo para os aspectos das projeccdes
densas descritas por GRAY a designacio de grelha pré-
-sindptica e para o conjunto desta com as vesiculas préximas
‘ a de «vesicular sextuplets (PFENNINGER et al., ’69). Segundo
AKERT e seus colaboradores, as vesiculas sinapticas intervi-

riam na mediagio quimica, introduzindo-se nos espacos

existentes entre as projecgbes densas, de constituicido quimica

proteica (PFENNINGER, '7T1 a, b), cuja funcio seria a de orien-
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tarem e possivelmente conduzirem as referidas vesiculas para
os pontos de descarga do mediador. Estes mesmos autores
foram os primeiros a usarem o «freeze-eiching» mo Sistema
Nervoso (AKERT et al., ’69), pondo em evidéncia com esta
recente técnica, a importancia da grelha sinaptica no processo
de Ilibertacio do mediador. Com efeito, descreveram as
pequenas zonas de aderéncia das vesiculas & membrana pré-
-sinaptica (VAS — «vesicle atachement sites»), pontos desta
membrana com distribuicdo hexagonal & volta de cada pro-
jeccio densa. Ainda segundo AKERT et al. ('72), esta dis-
posicdo é em tudo concordante com os resultados das obser-
vaches feitas anteriormente ao nivel dos intersticios da grelha
pré-sindptica com métodos convencionais. Conseguiram
demonstrar além disso, que os aspectos mencionados da
membrana pré-sinaptica ndo seriam permanentes, constituindo
afinal zonas onde as vesiculas adeririam e se abririam
libertando o mediador quimico (STREIT et al., '72). Este o
conceito 'de sinaptoporo. E com ele, uma verosimil hipdtese,
alicercada em bases morfologicas bem claras, para a expli-
cacdo da teoria da libertagio dos quanta de energia, ha longo
tempo proposto por DEL CASTILLO e KaTz (’54), em seguida
a pesquisas de caracter fisiologico.

Porém, esta concepcido nao se coaduna com os conceitos
geralmente aceites para explicacio dos mecanismos de
libertacio vesicular para o exterior das células, dos produtos
nelas elaborados ou simplesmente transportados através do
seu citoplasma. Recordem-se os trabalhos de KARNOVSKY (’67)
nos capilares sanguineos e os de JAMIESON e PALADE ('7T1) no
péincreas, demonstrativos de que a libertacio pelas células
dos produtos por elas produzidos, se baseia em mecanismos
exocitoticos.

Precisamente a partir de observacGes genéricas deste
tipo de excrecio celular fora do Sistema Nervoso, nova hipé-
tese foi tomando corpo para a explicacdo da libertacio dos
mediadores quimicos nas fendas sinapticas. Trabalhos neuro-
citolégicos tém vindo de algum modo a confirméa-la.

BIRKS et al., (’60), ao estudarem a placa motora da
R4, comprovaram a frequente correspondéncia entre alinha-
mentos de vesiculas sinapticas, dispostas perpendicularmente
a membrana do terminal e zonas deprimidas da membrana
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da fibra muscular contigua. Observaram, embora raramente,
imagens do tipo 6mega, caracteristicas dos processos exoci-
toticos. Concluiu-se dai, pela primeira vez, que também no
tecido mervoso teria a exocitose a maior importincia,
v. g. no mecanismo de libertagdo do mediador na fenda
sinaptica. Para os autores, a escassez de observacoes das
imagens em oOmega, explicar-se-ia pela rapidez de todo o
processo.

Esta atraente hipétese, ganhou mais adeptos, gquando
em 1970, COUTEAUX e PECOT-DECHAVEASSINE, tendo perfun-
dido com solucbes hiperténicas (que provocam libertagdo de
grandes quantidades de mediadores) as jungdes neuromus-
cunlares da Ra, posteriormente submetidas a fixacio aldeidica,
Observaram numerosas 'das referidas imagens em démega.

Estas descobertas levaram HEUSER et al, ("Tla, b, '72,
"73) a estudar as juncgtes neuromusculares da Ra em diversos
estadios funcionais, concluindo estes autores, que os sinap-
toporos de AKERT, s0 e visualizavam com os terminais em
actividade; inibida a libertacdo do mediador por um banho
de magnésio, as deformagdes da membrana nac se tornavam
aparentes.

Ao mesmo tempo que assim se estudava a libertacao
do mediador pelas vesiculas sinapticas ao nivel da membrana
pré-sinaptica, outro grupo de investigadores, com base em
diversos modelos experimentais, procediam a analise dos
efeitos morfologicos da estimulacio nervosa sobre o terminal,
tentando, por este meio, evidenciar alteragbes finas que a
observacdo simples do terminal nao permitia registar.

Os primeiros trabalhos deste tipo remontam a 1957,
guando DE ROBERTIS € VAS FERREIRA, estudaram terminais
nervosos na medular supra-renal do Coelho, ap6s estimulacio
dos mnervos esplincnicos; s6 conseguiram diminuicdo no
niamero de vesiculas com estimulacGes da ordem dos 400
Hertzes, wverificando até aumento paradoxal destas, se a
estimulagdo fosse inferior a 100 Hertz.

Estes estudos que tanta importancia deveriam assumir
em sinaptologia por constituirem modelos experimentais
provavelmente proximos das condigbes fisiolégicas, mostra-
ram-se a principio altamente frustrantes, pelo facto de os
resultados obtidos serem, a maior parte das vezes, contririos
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ao0s esperados, (HUBBARD '63, HUBBARD et al., '71, QUILLIAM
e TAMARIND, 69, JONES e KWANBUNBUMPEN, 'T1 e FRIESSEN
e KHATTER, 'T1). 86 mais tarde, em 1972, PERRY et al,
comprovaram no saco terminal, a existéncia de uma distri-
buicdo vesicular muito particular, apds a estimulacdo eléctrica
dos nervos correspondentes. Demonstraram, com efeito, que
as vesiculas tendem a acumular-se mas partes adjacentes as
zonas activas do terminal, ficando mais despovoadas as res-
tantes. Estes resultados foram posteriormente corroborados
por QUILLIAM e TAMARIND ('73).

Estes estudos levaram a pensar ou que as vesiculas
sinapticas mnédo estavam directamente comprometidas nos
mecanismos de libertagio dos mediadores quimicos ao nivel
dos ‘terminais, ou que, pelo menos, ndo seriam destruidas
no decurso da transmissio mervosa, como tinham sugerido
ARERT e colaboradores.

Dada a inalterabilidade do mnimero de vesiculas no
decurso da estimulacio eléctrica dos terminais, para se poder
explicar a libertagio de mediadores por exocitose, teria de
se aceitar um mecanismo de formacgdo de novas vesiculas
a4 medida que as previamente existentes fossem desapare-
cendo. Os primeiros trabalhos experimentais feitos na tenta-
tiva de demonstracio pratica desta hipdtese, sdo os de CLARK
et al.,, (°70), os quais tendo submetido os terminais nervosos
a accdo do veneno da serpente negra («black widow spider
venom») provocando deste modo a libertacio macica dos
mediadores, verificaram que eles apareciam agora dilatados
e vazios. Curiosamente, comprovaram que a dilatacdo dos
terminais correspondia em Aarea a que resultaria da coales-
céncia de todas as wvesiculag com o plasmolema. Outros inves-
tigadores observaram factos idénticos, quer com estimulagbes
eléctricas prolongadas dos terminais (CECCARELLI et al., ’'72),
quer com pequenos periodos de estimulagio, havendo neste
ultimo caso, uma dilatacdo mais moderada da respectiva
membrana (PysH e WILEY, '7T2 ¢ HEUSER e REESE, ’73). Com
estas experiéncias, a exocitose passou a ser encarada como
o mecanismo mais provavel da libertagdo dos mediadores
guimicos ao nivel das sinapses nervosas, & semelhanca do
que acontece mas células secretérias, em geral.
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A libertagdo de produtos celulares por excitose, no
nosso caso <dos mediadores quimicos, baseia-se na coales-
céncia da membrana vesicular com o plasmolema do terminal.
Tste processo de libertacdo, pressupde a existéneia concomi-
tante de mecanismos de renovagdo da membrana vesicular;
é assim que o nimero de vesiculas se mantém constante
nos terminais. Como se vé, trata-se de uma questio ainda
hoje controversa, que todavia tem vindo a ser progressiva-
mente clarificada ao longo dos (ltimos anos.

Em 1953, PALADE descreveu a micropinocitose nos
capilares sanguineos. O mesmo autor, conjuntamente com
JAMIESON ('71) admitiu que a renovacio da membrana vesi-
cular depois da excrecdo dos grios de zimdgeneo do pan-
creas, teria por base o mesmo mecanismo. Pensou-se que
0 mesmo se poderia verificar ao nivel dos terminais nervosos
€ para o corroborar, langou-se mio de substincias marca-
doras, as quais, distribuindo-se pelo espaco extracelular,
apareceriam dentro das vesiculas sinapticas, se a pinocitose
ocorresse. Ja tinham sido experimentados o diéxido de tério
(BIRKS ’66) e, a ferritina (BRIGHTMAN ’'65). No entanto, com
estes primeiros marcadores os resultados nio foram satis-
fatérios. Em 1971 HEUSER e MILEDI, em preparacbes mergu-
lhadas em solugdes de lantinio, que provocam a libertagdo
maci¢a dos mediadores, observaram um elevado «uptake» de
uma glicoproteina com caracteristicas marcadoras, a peroxi-
dase do rabano. Estes resultados foram em tudo confirmados
por CECCARELLI et al., ("73) que em terminais tetanizados evi-
denciaram o «uptake» do referido marcador. Tudo isto aponta
para o facto de haver um mecanismo activo de renovacio
da membrana vesicular, pelo menos em certas circunstancias
experimentais.

Os fenémenos de renovagio vesicular, com ponto de
partida em mecanismos micropinocitoticos, sdo explicados de
maneira diferente pelos diversos autores. Assim para ZACKS
€ SAITo (’69), KANASEKI e KADOTA (’69), DOUGLAS et al., (’T1),
HEUSER e REESE ('73), HOLTZMAN et al, ('73) e outros,
esta renovacgdo faz-se com passagem por uma fase interme-
diaria, isto é, as vesiculas pinocitéticas dariam origem a
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vesiculas revestidas, as quais por perda do respectivo envo-
luero passariam a vesiculas sindpticas lisas. O facto de os
marcadores utilizados se virem a encontrar electivamente no
interior das vesiculas revestidas € um dos argumentos mais
a favor da referida hipétese. Por outro lado, CECCARELLI et
al.,, ("73) mnao dao qualquer relevo mo processo de formacio
vesicular as vesiculas revestidas, que se nao encontram, com
efeito, na iconografia dos seus trabalhos.

Perante a importincia que deste modo parece legitimo
atribuir-se as vesiculas revestidas, passei a centrar nelas
a minha atencdo. Como disse ja, foi GRAY ('61) que as des-
creveu pela primeira vez nos terminais das fibras musgosas
do Rato, designando-as entdo por «complex vesicles». Contudo,
nessa altura ndo lhe atribuiu qualquer significado funcional.
RoTH e PORTER (62 e ’'64), sugeriram a possibilidade de
terem origem micropinocitética. Com efeito, ao observarem
que o plasmolema de ovos do «Aedes aegypti» era revestido
internamente por um envélucro citoplasmatico, adiantaram
a hipétese deste material possuir papel mecinico na génese
vesicular, por deformagdo da referida membrana.

Os fenémenos micropinocitoticos nos terminais nervosos
foram postos pela primeira vez em evidencia por ANDRES ('64)
em estudos levados a cabo nas fibras musgosas do Rato.
Todavia, este autor, interpretava-os no seu conjunto como
um processo de incorporagédo e posterior transporte de macro-
moléculas. Em 1965 WESTRUM aventa a hipotese, para o cortex
olfactivo do Rato, que particularmente estudou, de as vesiculas
revestidas serem um estadio habitual na formacdo de movas
vesiculas.

Marco importante para o esclarecimento deste contro-
verso problema, foi o trabalho de KANASEKI e KADOTA ('69)
ao qual deram o sugestivo titulo de «The vesicle in a basquet».
Tendo realizado estudos com envélucros vesiculares isolados,
gracas a ‘técnicas delicadas de fracionamento subcelular,
demonstraram que os referidos envélucros sdo provavelmente
formados por filamentos citoplasmaticos e se mostram em tudo
idénticos as estruturas que estereoscopicamente se podem
observar nos cortes a envolver as vesiculas revestidas. Pensam
que os «coats» que as envolvem sejam a traducio morfologica
dos mecanismos que levam & deformacgao da membrana do
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terminal, com ponto de partida no «coat» subplasmolémico
a que ja me referi. Como acontece nos domas geodésicos, o
arranjo primitivamente hexagonal das estruturas filamen-
tosas subplasmolémicas, poderia, segundo os autores, ser
alterado e transformado numa malha constituida por pen-
tdgonos e hexagonos, o que acarretaria a deformacido e
posterior invaginacio do plasmolema. As vesiculas pino-
citéticas assim formadas, uma vez Ilivres no terminal,
seriam precisamente as vesiculas revestidas. Numa segunda
fase, e através de mecanismos que nao mencionam, estas
wvesiculas revestidas libertar-se-iam do seu «coat», tornando-se
vesiculas lisas ou agranulares, vendo-se, dispersos pelo cito-
plasma do terminal fragmentos dos referidos envoélucros.

HEsta hipotese, a principio aceite com entusiasmo por
GrAY (70 e 'T1) e até por ele completada, passou a partir
de 1972, a merecer-lhe objecgbes, advindas do estudo daquilo
que até entio tinha sido praticamente desprezado dentro do
‘terminal nervoso, a rede citoplasmatica, a que entio chamou
«cytonet», estrutura de natureza proteica, distinta dos neuro-
filamentos e dos microtubulos, e que ocupa todo o espacgo
deixado livre pelos diversos organitos.

Os microfilamentos constitutivos do «cytonet» inserem-se
no plasmolema do terminal nervoso € também nas projeccoes
densas. GRAY baseia-zse neste Gltimo facto para conferir a
rede citoplasmética importante papel na dindmica vesicular,
como adiante veremos. O «cytonet»> de GRAY, mostra-se sob
diversos aspectos morfolégicos, consoante os métodos, os
fixadores usados e até a qualidade da fixacdo. Pode tomar
uma aparéncia difusa, um aspecto cordado («stranded»
segundo o autor) ou poligonal. Inclusivamente pode formar
wverdadeiros glébulos, a que GRAY chamou reticulossomas, ou
constituir o «coat» das vesiculas revestidas.

Para GRAY, os reticulossomas e os envolucros das vesi-
culas revestidas seriam entio apenas artefactos de fixacdo.

GRAY baseou esta hipbtese explicativa (72 e '73) em
diversos aspectos morfolégicos de observacdo sistematica, tais
como o aparecimento, & volta das vesiculas revestidas e dos
reticulossomas, de um halo claro vazio de qualquer material
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citoplasmatico e de limites abruptos em observacio estereos-
copica. Estes espacos vazios sdo interpretados igualmente por
credenciados microscopistas, por exemplo, PALAY et al., (’62)
como resultantes da deficiente fixacdo. Para GRAY, o apare-
cimento do halo claro a volta das vesiculas revestidas e dos
reticulossomas seria a traducdo de uma condensacio da rede
citoplasmatica & volta de vegiculas de contetido claro, con-
ferindo-lhe o aspecto de vesiculas revestidas. Do mesmo
modo, os reticulossomas resultariam da condensacao desse
material, sem qualquer nucleo vesicular. Em qualquer caso,
a zona em causa seria consequéncia de uma deslocacio da
rede citoplasmatica da sua situagdo normal. Esta hipétese
€ corroborada pelo facto de se encontrarem com certa fre-
quéncia vesiculas s6 parcialmente revestidas, nas quais o
halo claro se situa precisamente apenas no lado revestido
da vesicula. Outro argumento a favor deste conceito é a
observacdo frequente de reticulossomas com dimensdes infe-
riores as das préprias vesiculas; como conceber entdo, que
aquelas estruturas tenham sido, de acordo com KANASEKI e
KADOTA, envlolucros de vesiculas revestidas, se se encontram
tantas vezes com dimensdes inferiores a elas e ficam intactas
apos a sua sajda? GRAY adianta ainda mais um argumento:
também woutros organitos, como mitocondrias, corpos multi-
vesiculares, etc., podem apresentar envélucros de revestimento
em tudo idénticos aos das vesiculas sinapticas e serem inclu-
sivamente rodeados por areas vazias.

Por tudo quanto se disse, esta hipdtese de o revesti-
mento vesicular ser um artefacto, assenta na analise da
textura da rede citoplasmatica. Baseado em milhares de
observacoes estereoscopicas, GRAY, em trabalho publicado
em 1975, desenvolve a sua interpretacio tridimensional desta
estrutura. Para este investigador, o0s espacos deixados
vagos pelos organitos dos terminais, seriam regides ocupadas
por complexos proteicos de estrutura lacunar. Os aspectos
observados resultariam assim da accdo dos fixadores sobre
proteinas (SCHMITT e DAWSON, '61 e GRAY, 'T4).

Este ponto de vista apoia-se ja em sé6lida base quimica.
Com efeito, em trabalho muito recente, KADOTA et al., (’76)
demonstraram, com métodos de digestdo, que os constituintes

90 —



da rede citoplasmatica, aos quais chamaram material parti-
culado, e os envélucros das vesiculas revestidas sio estruturas
com alto teor proteico. Na mesma linha de investigacéo,
PEARSE ('THh e ’'76), isolou, com técnicag altamente desen-
volvidas de fraccionamento celular, quer da rede citoplasma-
tica, quer dos envolucros das vesiculas revestidas, uma pro-
teina, que designaram por «clathrin», com peso molecular
de 180000 e cuja constituicio aminoacidica determinaram.

Do mesmo modo e ainda mais recentemente, BLITZ e
FINE ('76) em apoio dos resultados de PEARSE et al., ('76),
demonstraram que, para além da referida proteina com peso
molecular de 180 000, e sem ligacdo com as vesiculas, existem
outras duas, de peso molecular respectivamente de 40 000
e 60 000, com intimas relacbes com as membranas vesiculares.
Estes autores puseram ainda em evidéncia a identidade
quimica das membranas das vesiculas revestidas com a das
vesiculas lisas. Por outro lado, trabalhos recentes de PUSZKIN
et al, (’68), PUSZKIN e BERL (’71) e BLITZ e FINE ('74),
entre muitos outros, chamam a atencio para a presenga nos
terminais nervosos de proteinas com propriedades muito espe-
cificag do tipo da actina e da miosina. Estas descobertas
abrem perspectivas novas para a interpretagio dinimica do
terminal, (DURHAM, '74) permitindo com certa seguranca
extrapolar, das funcbes que as referidas proteinas desem-
penham a nivel muscular, aquelas que poderdo possuir no
terminal nervoso. Como resultados destes trabalhos quase se
poderia dizer que de uma sinaptologia estatica se entrou nos
dominios da interpretacdo dinamica.

Como se pode verificar pela leitura deste breve resumo,
muito evoluiu a sinaptologia desde as observacdes basilares
feitas por DEL CASTILLO e KATZ ('54) e DE ROBERTIS e
BENNETT (’55), o que nio impede a persisténcia de numerosas
davidas, que mantém profundamente aliciantes os estudos
sinaptoldgicos.

As observacdes de GRAY, convidam a estudo morfologico
mais aprofundado da rede citoplasmatica e seus derivados,
nao 86 no Rato como fez este autor, mas também noutras
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espécies por poderem existir ao longo da escala zooldgica
aspectos peculiares de textura resultantes de possiveis dife-
rengas ha composicdo quimica do terminal. E de salientar
que mna primeira parte deste trabalho se registaram mar-
cadas diferencas quantitativas, no que respeita as vesiculas
revestidas, quando se comparou o Homem com os outros
animais estudados.

Por outro lado, o estudo ontogenético da rede citoplas-
matica e seus derivados, também pode contribuir para reso-
lugdo de muitos problemas, nomeadamente no que respeita
as suas relagbes com as projeccdes densas e as vesiculas
sinapticas.

Partindo do principio de que a rede citoplasméatica e
seus provaveis derivados, entre os quais o «coat» vesicular,
sao mera consequéncia da accio desnaturante dos fixadores
sobre as proteinas do terminal, (GRAY ’'72 e BRAY ’T4)
torna-se pertinente fazer também o seu estudo sistematico
na mesma espécie usando os mais diversos fixadores. Segundo
KANASEKI e KaApOTA ('69), HEUSER e REESE (’73) entre
muitos outros, a presenca destas vesiculas revestidas tradu-
ziria actividade micropinocitética da membrana. Deste modo,
importa quantificar para além das wesiculas revestidas, as
pinocitéticas, em terminais fixados de modos diversos. Os
resultados obtidos para quaisquer desses organitos permiti-
riam ajuizar da existéncia real ou artefactual do «coat»
vesicular, consoante o seu nimero se mantivesse imutavel ou
variasse com a fixacio utilizada.

Foi precisamente nestes trés campos, que procurei dar
uma contribuicio pessoal, para o melhor conhecimento de
alguns problemas sinaptoldgicos mal esclarecidos e que trans-
cendem a correcta interpretacdo da rede citoplasmatica e seus
derivados. Estdo mneste caso as questdes que se levantam
quanto a origem e ao destino das vesiculas sindpticas e de
modo geral todos os problemas relativos aos processos dini-
micos do terminal nervoso.
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Para esse fim procedi a um estudo ultrastrutural, esca-
lonado ao longo de quatro seccoes e cujos resultados apresento
neste capitulo:

— Em primeiro lugar analisei cuidadosamente os dife-
rentes aspectos morfologicos apresentados pela rede
citoplasmatica, sob a acgdo de diversos fixadores;

— Em seguida,procedi, & quantificacio dos efeitos de
cada um desses agentes de fixacio sobre as estru-
turas provavelmente relacionadas com a rede cito-
plasmética (reticulossomas, vesiculas revestidas e
vesiculas pinocitéticas).

— Logo e com base nos resultados assim obtidos, analisei
a evolucdo ontogenética da rede citoplasmitica e seus
derivados.

— Por Mltimo, procedi ao estudo conjunto desses ele-
mentos em animais situados a niveis diversos da
escala zooldgica.

MATERIAL E METDOS

Material
Estudei diversas espécies animais.
A — Invertebrados

I. Caranguejo mouro (Cercinus maenas, Permant.)

Em animais adultos desta espécie, fornecidos por um
agquario maritimo onde se encontravam em observagio pelo
menos um més antes do seu estudo, isolei os respectivos
génglios cerebrodides pela técnica seguinte: imobilizacdo pelo
frio a 0°C durante 15 minutos e abordagem cirlirgica por
via dorsal, com remocdo rapida da carapaca, disseccdo cui-
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dadosa & lupa da regifo periesofagica e identificacio dos
ginglios cerebréides. Estes, uma vez isolados, eram entdo
removidos e mergulhados mno fixador. Estas manobras, no
seu conjunto, nunca demoravam mais de 5 minutos.

II. Lagostim de Agua doce (Procambarus clarkii, Leach.)

Foram obtidos num aquario de agua doce, apdés perma-
néncia de pelo menos um més. Decapitados sem prévia anes-
tesia, obtive os génglios cerebrdides de animais adultos, por
processo idéntico ao descrito para o caranguejo.

B — Vertebrados

I. Peixes

As observactes incidiram mo cerebelo do Carassius
auratus, Lin., adulto. Sacrifiquei os animais por decapitacao,
sem prévia anestesia, procedendo com auxilio de uma lupa,
a4 rapida disseccio do seu cerebelo, e posterior exérese com
imediata imersio no fixador. A duragio desta operagdo nfo
excedia 5 minutos.

II. Batraquios

Utilizei para estudo, o cerebelo da Rana pipiens, Lin.,
adulta, obtido ap6s decapitacio, sem prévia anestesia. A dis-
seccdo e exérese do cerebelo foi levada a cabo, de modo
idéntico, ao utilizado mnos peixes.

ITII. Aves

Utilizei como representante deste grupo o pombo adulto
(Columba livia, Lin.). Decapitados os animais sem prévia
anestesia, descobri o cerebelo o mais rapidamente possivel
¢, removi fragmentos tecidulares do verme (lobulos 4, 5 e
6 de LARSELL ’52). A duracio desta operacdo mado ultrapas-
sava dois minutos.
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IV. Mamiferos
fegi L

Os meus trabalhos incidiram no cerebelo do Rato
(estirpes Winstar e Dawley-Sprague) e do Homem.

Na primeira destas espécies estudei a camada granu-
losa. do verme cerebeloso (lébulos 4, 5, e 6 de LARSELL '52),
de fetos (18.°, 19.°, 20.° e 21.° dias de gestacio), de animais
jovens (do 1. ao 21.° dia) e de adultos. Nestes ultimos,
obtive os fragmentos tecidulares apés decapitacio dos ani-
mais previamente anestesiados com Nembutal, e perfundidos
ou nio com soluto fixador. Os fetos e os ratos recém-nascidos
eram decapitados sem prévia anestesia. O periodo de tempo
decorrido entre abertura da fossa posterior e o inicio da
fixacdo, ndo excedia dois minutos.

No Homem, os fragmentos tecidulares foram obtidos
de 6 pacientes submetidos a intervencGes na fossa posterior,
num caso, do verme cerebeloso de um jovem do sexo mas-
culino, portador de meduloblastoma do 4.° ventriculo e nos
restantes 5 dos hemisférios cerebelosos (parte posterior) de
adultos com neurinomas do actstico.

Métodos

Recolhidos os fragmentos tecidulares, procedi imedia-
tamente a4 sua fixacdo. Exceptuaram-se alguns fragmentos
clo cerebelo da Ra, que foram tratados pela amilase antes de
completamente fixados, segundo o método descrito por
COIMBRA (’67).

Quase todos os estudos incidiram em material fixado
por imersdo. Com vista A4 obtencdo das melhores fixacoes,
removi 0 material e mergulhei-o no fixador o mais rapidamente
possivel. Ai, com a ajuda de lAminas procedi & sua divisdo,
para o maior didmetro dos fragmentos mdo ultrapassar um
milimetro.

Usei os seguintes métodos de fixacdo:

A — Formaldeido — Glutaraldeido — Gsmio

A.1— Unicamente utilizado em ratos. Sob accdo do

Nembutal, procedi & abertura rapida da cavidade toracica
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e perfusdo do soluto fixador através do ventriculo esquerdo,
segundo técnica descrita por PALAY e CHAN-PALAY ('74).
Esse soluto era uma mistura de formaldeido a 4,5 %, pre-
parado a partir do paraformaldeido, e de glutaraldeido a 0,5 %
em tampdo fosfato com pH de 7.2 (SORENSEN) tendo no seu
conjunto osmolaridade de 2.550 mOsm, medida com osmé-
metro de congelacdo. Uma vez terminada a perfusdo e recolhi-
dos os fragmentos tecidulares, continuava a fixacio, mergu-
lThando-os no mesmo soluto aldeidico, durante duas horas a
temperatura de 4° C. Completava o processo mediante a pas-
sagem do material para uma solucio de tetréxido de dsmio
a 1% em tampido de acetato de veronal, pH 7.2, renovada
passados 10 minutos. Ai permanecia entdo durante duas horas.

A.2— Usamo-lo em todas as espécies e apenas difere
de A.1 pelo facto de ndo se ter procedido & perfusdo do
animal. A imersido das fragmentos no soluto aldeidico durou

também duas horas.

A.3 —Em tudo sobreponivel a A.2, exceptuando-se a
duracdo da imersio aldeidica, neste caso de 20 horas.

A.4 — Também idéntico a A. 2, mas neste caso, usou-se
uma solucdo aldeidica com pH de 4, obtida pela adigio de
cerca de 5ml de HCL/1N a 200ml de fixador.

B — Osmio — PTA *

Sem passagem pelo aldeido, os fragmentos eram imersos
durante duas horas muma solucio a 1% de tetroxido de
6smio em tampdo acetato de veronal (pH 7.2) e no final da
desidratacdo, tratados por uma solucdo a 1% de acido fos-
fotingstico em &lcool absoluto.

* Mantenho a abreviatura anglo-saxénica de «phosfotingstic acid»
— PTA —, consagrada pelo uso.
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€ — Gsmio — Aldeido — Uranilo
(Método de KANASEKI e KADOTA, ’69)

Consiste na imersdo dos fragmentos durante duas horas,
ruma solugdo aquosa, nio tamponada, de tetr6xido de 6smio
a 4%, seguida de passagem, por um periodo igualmente de
duas horas, para uma solucio aquosa, também ndo tam-
ponada, de glutaraldeido a 12,5 %. Por ultimo, os fragmentos
passam por uma solugdo aquosa de acetato de uramilo a 2%
cnde permanecem durante o mesmo periodo de tempo.

D—0Osmio a 4%

Consiste apenas ma imersdo do material numa solucéo
aquosa de tetréxido de 6smio a 4 %, durante 2 horas.

E — Btanol — Acido fosfotingstico (E-PTA)

Adaptacdo do método descrito por BLOOM e AGHAJA-
NIAN (’66): uma vez colhidos os fragmentos tecidulares,
fixacio durante duas horas no soluto aldeidico usado em
A.1, seguida de imediata desidratacio e imersdo durante
uma hora numa solucio a 1% de acido fosfotlingstico (PTA)
em alcool absoluto.

F — Permanganato de potassio a 1%

Imersio dos fragmentos durante uma hora, numa solu-
¢io aquosa de permanganato de potassio a 1 %.

Concluida a fixacdo por qualquer das técnicas descritas,
desidratei os fragmentos tecidulares passando-os por etanol
em concentracio crescente, primeiro a 25 % e depois a 50 %
e a 70 9%. Neste passo, com excepcio do método C, em que
o material ji tinha sido alvo de tratamento com acetato de
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uranilo, e dos casos em que os fragmentos viessem a ser
posteriormente tratados com o acido fosfotingstico (método B
e E), todos os outros passaram por uma solucdo a 1% de
acetato de uranilo em 4alcool a 709 durante uma hora.
A passagem posterior pelo 4lcool a 90 % durou 15 minutos,
tendo conservado os fragmentos a seguir em 4lcool absoluto
durante 30 minutos (duas mudas de 15 minutos cada). Depois
de uma passagem de 15 minutos pelo 6xido de propileno,
eram entdo mergulhados numa mistura de Araldite-6xido de
propileno em partes iguais durante duas horas i temperatura
ambiente e depois incluidos em Araldite, polimerizando esta
a T70°, durante 48 horas. Algum do material foi incluido em
resina TAAB.

As zonas para ulterior observacdo ultrastrutural eram
seleccionados a partir de wcortes semifinos com 13p de
espessura, obtidos em ultramicrétomos Reichert OM-U3 ou
LKB3, e posteriormente corados pelo azul de toluidina ou
pela parafenilenodiamina.

Os cortes wultrafinos, de- coloracio ouro-prata, foram
obtidos nos mesmos microtomos e recolhidos em grelhas de
rede de cobre, revestidas com uma membrana de «farmvars.

Com excepcdo dos métodos em que se empregou o acido
fosfotingstico, os cortes foram contrastados primeiro com
uma solucdo aquosa saturada de acetato de uranilo (30 minu-
tos) e depois com um soluto de citrato de chumbo (2 minutos).

Efectuei as observagbes em microscépios Ziemens 1 A
€ 101, Geol 100 B e Philips 300 e as fotografias foram obtidas
com peliculas de diversas marcas.

No que respeita a4 apreciacdo quantitativa dos resulta-
dos, para obter amostras estatisticamente ndo viciadas,
seleccionei os campos a estudar com uma ampliacio de 4000 X,
obviamente insuficiente para a distingdo dos diversos tipos
de vesiculas sinapticas, antes de os fotografar com a amplia-
cdo necessaria para tal fim, isto é, de 20000 X.

Considerei, uma vesicula como revestida se, pelo menos,
metade do seu contorno apresentasse o caracteristico envé-
lucro. Classifiquei uma wvesicula como pinocitética, quando
era evidente a continuidade da membrana plasmolémica com
a membrana vesicular, sendo pois wvisivel a caracteristica
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figura em 6mega. As condensacOes esferdides de material cito-
plasméatico de forma poligonal caracterizam os reticulossomas.

O perimetro dos terminais fol medido com a ajuda de
um mapimetro e a respectiva area apreciada com um pla-
nimetro. Tirei as médias dos resultados obtidos em cada

grupo, sendo calculados o desvio padrdo e o erro padrio
da média de cada um deles. Para a comparacio dos resul-
tados assim obtidos, utilizei o método de STUDENT. Deste
modo, considerei significativamente diferentes os valores de
duas médias se a probabilidade de erro (p) fosse menor
do que 0,05.

Resultados

I— A Rede Citoplasmdtica dos terminais Nervosos e os
Métodos de Fixacdo

O estudo da rede citoplasmatica e das estruturas com
ela provavelmente relacionadas (vesiculas revestidas e reti-
culossomas), torna indispensavel a pormenorizada analise da
accdo dos fixadores sobre estas formacdes, atendendo i
grande variabilidade morfolégica que os diversos agentes de
fixacdo mnelas imprimem. Deste modo, poderemos escolher os
métodos de fixacfio mais indicados e, por outro lado, é-nos
dada a possibilidade de analisarmos o comportamento morfo-
logico da rede citoplasméatica em presenca de agentes de
fixacdo quimicamente diferentes, o que constitui por si s6
valioso indicador da provavel constituicio molecular da
estrutura em apreco.

Identifiquei os trés grandes tipos morfolégicos de rede
citoplasmatica descritos por GRAY (’72): o difuso, o poligonal
e o cordado com qualquer dos métodos de fixacdo descritos.
Todavia, desde logo se tornou evidente que a wisualizacio
de 4reas mais extensas de determinados tipos de rede,
correspondia ao emprego de determinados fixadores.

Tendo por base os critérios de boa ou méa fixacio em
microscopia electronica definidos por PALAY et al, (’62)
(auséncia de precipitados citoplasmaticos e nucleoplasméticos,
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auséncia de descontinuidade das biomembranas e de espagos
vazios, inexisténcia de dilatacdes do reticulo endoplasmico
ou das mitocdndrias, desalinho das estruturas habitualmente
ordenadas, etc.) foi com os métodos nos quais o aldeido tam-
ponado a pH 7.2 figura como primeiro fixador, seguido pelo
tratamento com solucbes de 6smio também tamponadas, que
obtive as melhores fixagoes (Figs. 24, 25, 26 e 27). Dentro deste
grupo, as fixacdes mais perfeitas foram as conseguidas com o
emprego ‘da perfusio prévia com aldeido (4. 1 —fig. 26}; no
entanto com o metédo 4. 2 em que, em vez de perfuséo, se fazia
a imersdo dos fragmentos tecidulares em aldeido durante duas
horas, os resultados, ainda que inferiores, dado o aparecimento
de espacos extracelulares exagerados (KARLSSON e SCHULTZ,
'66a e b) e de dilatagbes do reticulo endoplasmatico liso,
foram perfeitamente aceitiveis (Fig. 25), conseguindo-se até
maior homogeneidade quanto & qualidade de fixacdo entre
0s diversos animais. Isto resulta das maiores dificuldades
técnicas inerentes & perfusio. Com o método A.3, no qual
a imersdo se prolonga por 20 horas, motei, em comparacio
com o uso de A.1 e A. 2, maior grau de extracgdo do material
que rodeia os organitos (KARLSSON e SCHULTZ, '66a¢ e b),
sendo mais frequentes os espacos vazios. Esta accdo prolon-
gada do fixador faz-se sentir também ao mivel da populacao
vesicular, aparecendo grande ntmero de perfis vesiculares
achatados (KARLSSON e SCHULTZ '66 b, ¢ PAULA-BARBOSA “75),
Ja com o método 4.4, no qual o aldeido usado tinha pH 4,
a qualidade de fixacdo foi francamente ma, encontrando-se
alterada a forma dos terminais e seus organitos, aparecendo
particulas electronicamente muito densas nas paredes vesi-
culares (GRAY e PAULA-BARBOSA, 'T4).

Quando se usa o Osmio como primeiro fixador, as
imagens também néo podem ser consideradas de boa qualidade
para o estudo do pormenor fino dos terminais '(Figs. 30, 31,
32 e 33): numerosos espagos vazios de grandes dimensdes,
goluctes de continuidade das biomembranas, ete. Ndo encontrei
grandes diferencas pelo emprego do Osmio, tamponado e nio
tamponado, como resulta da anilise comparada das fotogra-
fias das figs. 30 e 31.
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De maneira geral pode dizer-se, que os terminais mus-
gosos quando fixados em primeiro lugar pelo aldeido tam-
ponado a pH 7,2, se apresentam com as wvesiculas sinipticas
e restantes organitos regularmente distribuidos por toda a
sua area (figs. 24 e 25), notando-se apenas e em pequeno
nimero, junto das zonas activas da membrana, conglomerados
vesiculares (Fig. 27); os espacos vazios sdo praticamente
inexistentes. Nestas circunstincias, a rede citoplasmatica
ocupa, com um aspecto difuso, e morfologicamente indefinivel,
os espacos deixados livres pelos organitos. A densidade
electronica da rede citoplasmatica é semelhante em todas as
partes do terminal, sendo até, por vezes, dificeis de indi-
vidualizar as projecgoes densas das sinapses. Com efeito, é
flagrante com o uso destes métodos, a intima relacio de
continuidade entre as projecgoes densas e a rede citoplas-
matica (Fig. 27). Também, usando o aldeido como primeiro
fixador, se obtém o menor numero de vesiculas revestidas,
cle reticulossomas e de vesiculas pinocitéticas. As vesiculas
revestidas mostram entio & sua volta nitidas zonas claras
de extraccio (Fig. 26), delimitadas por bordos abruptos quando
vistas em estereoscopia. E de realgar a pouca nitidez dos
envolucros destas wvesiculas. As vesiculas pinocitéticas nio
apresentam em muitos dos casos «coats» envolventes (Fig. 34).

A fixagdo com o método E (E-PTA), no qual o désmio
nao faz parte do processo de fixagdo (imersdo em aldeido
seguida imediatamente pela desidratacdo e pela passagem pelo
écido fosfotlingstico), permite a visualizagio do material
proteico dos terminais (BLOOM e AGHAJANIAN, '68) nido se
mostrando as membranas, dada a sua constituicdo lipoproteica
(Fig. 28). Com este método, surge com grande densidade
electrénica a rede -citoplasmatica (com os aspectos ja
referidos} e os aparelhos para-sinapticos, distinguindo-se
todavia as membranas, mas em contraste negativo (Fig. 28).
Sdo ainda visiveis estruturas globulares (Fig. 28), rodeadas
por caracteristico halo de extraccio, em tudo semelhante
a0 dos reticulossomas. Com este método, adivinham-se com
facilidade as insergbes subplasmolémicas da rede citoplas-
matica e nota-se com clareza, a continuidade da referida rede
com projecgoes densas das sinapses.

— 101



e

Em flagrante contraste com os resultados obtidos pelos
métodos anteriores, as fixacOes com o permanganato de
potassio (Método F) s@o as que mais alteram a textura
celular. Com efeito, a observacdo de mitocOndrias dilatadas,
de membranas fragmentadas ete., ¢ quase geral (Fig. 29).
Contudo, curiosamente a rede citoplasmatica aparece difusa
e regularmente distribuida entre os organitos do saco terminal
e sem espacos vazios. Nao sao wisualiziveis as projeccoes
densas nem tampouco conglomerados vesiculares justa-
-sinapticos, s6 sendo possivel identificar as sinapses pelos
espacos intermembranosos que as caracterizam. N&o se
observam com este método vesiculas revestidas e reticulos-
somas. Do mesmo modo, sdo muito raras as imagens de
vesiculas pinocitoticas, sempre desprovidas de «coal»
envolvente.

Nos métodos B, ¢ e D usa-se, como disse ja, o 6smio
como primeiro fixador, que no método B é o tunico utilizado
(6smio tamponado a 1%), contrastando-se as estruturas
com o 4acido fosfotingstico. Este ultimo método permite a
obtenciao de imagens de boa qualidade, com os organitos
homogeneamente distribuidos pelo terminal. Na rede citoplas-
mética, de distribuicdo igualmente uniforme, predomina o
tipo difuso (Fig. 30), embora aparecam frequentemente os
outros dois. As projecgdes densas mostram-se muito mais
nitidas e em continuidade evidente com a rede citoplasmatica.
As vesiculas revestidas e os reticulossomas, surgem muito
bem delineados e em grande nlmero.

A fixacdo por imersdo sucessiva dos fragmentos em
o0smio a 4 9% ndo tamponado (pH 4) e em glutaraldeido a
125 9% também sem tampdo, introduzida por KANASEKI e
KADOTA (’69), mostrou-se excelente para a obtencdo de boas
imagens de vesiculas revestidas e de reticulossomas (Figs. 31,
82 e 33). A qualidade geral da fixacio é contudo inferior
aos métodos em que se usa aldeido-6smio tamponado, apre-
sentando-se as restantes vesiculas frequentemente aglome-
radas e vendo-se extensas areas desprovidas de organitos,
onde é particularmente nitida (Figs. 31, 32 e 33) a rede
citoplasmatica, 'fundamentalmente sob as formas poligonal
(Figs. 31, 32 e 33) e cordada (Fig. 33). Sdo entio bem
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TERMINAIS MUSGOSO0S DO RATO
(TFM)

24— DistribuicBo uniforme das vesiculas sinépticas por toda a érea do terminal. As setas apontam para pequencs
espacos preenchidos por rede citoplasmética difusa {rcd).
Fixac#o aldeidica (A1). (x60000).

25— Disposiclio ordenada das vesfculas sinipticas. A ponta de seta assinala uma veslcula revestida, cujo envolucro
morfologicamente mal diferenciado, tem caracteristicas semelhantes as da rede citoplasmética envolvente.
A seta aponta para uma veslcula revestida (VR), situada num dendrito de uma célula granular.
Fixac3o aldeldica (A2). {x60000).

26— Vesicula revestida (VR) circundada por zona clara onde a rede citoplasmética esté ausente.
Fixacdo aldeldica (A2). { x 120000).

27— Complexo siniptico— projeccBes densas (PD) e densidades possinépticas (DPS). Rede citoplasmatica difusa
entre as veslculas sindpticas (rcd). Continuidade evidente entre as projeccdes densas e a rede citoplasmaética.

Fixac#do aldeldica (A2). { x60000).







TERMINAIS MUSGOSOS DO RATO
( x60000)

28— Auséncia de estruturas membranosas e exuberdncia do aparelho parassinéptico. As setas apontam para as
projeccBes densas (PD) e para as densidades possinapticas (DPS). As pontas de seta assinalam estruturas
globulares, com densidade electrénica semelhante 2 rede citoplasmatica e rodeadas por zonas claras.

Fixacdo aldeldica (E).

29— Rede citoplasméatica difusa (rcd —setas). M4 qualidade da fixac8o obtida.
Fixagdo pelo permanganato de potassio (F).

30— Grande densidade electrénica das projeccBes densas (DP) e das densidades possinépticas de dois complexos
sinapticos.

Fixac#o pelo ésmio {B).







TERMINAIS MUSGOSOS DO RATO
{ x60000)

31— Aglomeracdo de vesiculas sindpticas na é&rea central do terminal. As pontas de seta assinalam vesfculas
revestidas com envélucros muito nitidos. Os gquadrados delimitam é4reas de rede citoplasmatica poligonal.
Fixac3o 6smio— aldeido (C).

32— Rede citoplasmética poligonal (rcp). As pontas de seta indicam vesiculas revestidas. Extensas é&reas do
terminal desprovidas de organitos. ‘

Fixac3o Gsmio— aldeido {C).

33— Extensa 4rea de rede citoplasmética do tipo cordado (rcc). As pontas de seta assinalam reticulossomas.

Fixac8o 6smio—aldeido (C).




evidentes as insercdes subplasmolémicas desta rede, bem como
a sua continuidade com as projecges densas. Sublinha-se
que os reticulossomas e as wvesiculas revestidas raramente
participam dos aglomerados vesiculares atras referidos, apa-
recendo de preferéncia distribuidos pelas zonas livres do
terminal.

O método D é em tudo idéntico ao anterior, diferindo
dele pela supressdo da passagem pelo glutaraldeido. Nio se
encontram diferencas qualitativas ou quantitativas entre os
resultados obtidos por um e outro.

II — Efeito dos Diferentes Métodos de Fixacdo sobre as
Vesiculas Revestidas, Reticulossomas e Vesiculas
Pinociloticas (Estudo quantitativo)

Obtive resultados na mesma linha dos referidos em I,
0 que, dentro de certa medida, confirma a intima relacio
que provavelmente existe entre reticulossomas e envélucros
das vesiculas revestidas e pinocitéticas por um lado e, a
rede citoplasmatica pelo outro. A andlise quantitativa destas
estruturas, ¢, de resto, o prolongamento das observagoes
imeramente qualitativas registadas na secg¢ido anterior.

Este estudo incidiu exclusivamente em material colhido
do Rato adulto (20 obs.) tratado por 7 dos métodos de
fixagao descritos (4.1, 4.2, A.3, 4.4, B, ¢ e D) segundo
se mostra nos Quadros XII e XIII. Contei nos terminais
estudados o nimero total de vesiculas sinapticas, de vesiculas
revestidas, de vesiculas pinocitéticas e de reticulossomas. Como
disse ji, medi o comprimento dos perfis das membranas de
cada terminal com auxilio de um mapimetro e servi-me de
um planimetro para obter a respectiva 4rea.

Pude observar em todos os grupos imagens de vesiculas
revestidas, de reticulossomas e de wvesiculas pinocitéticas
(Figs. 34, 35 e 36) encontrando-se os resultados resumidos
nos Quadros XII e XIII.

A anilise estatistica dos valores obtidos para o niimero
total de wvesiculas (lisas e revestidas) por unidade de Area
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TERMINAIS MUSGOSOS DO RATO
{ x60000)

34— Vesiculas pinocitdticas lisas (VPL).
Fixa¢do aldeidica (AZ2).

35— Vesiculas pinocitticas revestidas (VPR). Na metade esquerda do terminal, identifica-se uma &rea de rede
citoplasmatica poligonal.
Fixac@io 6smio—aldeido (C).

36— Membrana do terminal revestida por “‘coat” subplasmolémico de particular nitidez {rectdngulo).

Fixagdo 6smio—aldeldo (C).
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do terminal musgoso, revelou grande homogeneidade entre
os diferentes grupos com excepgio do A. 1 (perfusdo
com aldeido) mno qual se encontraram marcadamente
maijores (Quadro XII). Convém desde ja salientar que
0 estudo quantitativo a que procedi, nio esgotou a analise
de todos os paridmetros dependentes da técnica de fixacéo
com possivel interferéncia no nimero de wvesiculas lisas
revestidas e pinocitéticas. Prendi-me apenas com a apreciagio
daqueles sobre os quais recaiam maiores suspeitas de poderem
influenciar significativamente as referidas estruturas. Dai, ndo
ter aprofundado o estudo de certos grupos, com o D, no qual
o numero de animais de experiéncia &, note-se, estatisticamente
insuficiente. No caso do grupo 4.1, a marcada variagio
interindividual com que deparei, dependente provavelmente
da falta de uniformidade da fixacio obtida em cada um dos
3 animais utilizados (vide Material ¢ Métodos), justificaria
o alargamento da série.

A analise estatistica referente aos wvalores encontrados
para o numero de vesiculas revestidas por unidade de &rea
do ‘terminal, obtidos com cada um dos métodos de fixacdo
usados, mostra significativa diferenca entre o material em
que se utilizou o aldeido como primeiro fixador (4.1, 4.2,
4.3 e A.4) e o submetido previamente i accdo do ésmio (B,
C e D). Sao francamente menores no primeiro caso do que no
segundo. O estudo comparativo entre os quatro grupos em que
se usou aldeido como primeiro fixador mostrou, em alguns
casos, diferengas significativas. Assim, é de salientar que o
nimero de vesiculas revestidas por p* do terminal,
encontrado mo material tratado pelo método 4.1 (perfusio
com aldeido a pH 7.2) € A.4 (imersao de 2 horas em aldeido
com pH 4), respectivamente de 0,47 = 0,05 e 0,26 = 0,05 é
francamente inferior ao dos wvalores encontrados com os
métodos A.2 (imersdo de 2 horas em aldeido a pH 7.2)
e A.3 (imersdo de 20 horas em aldeido a pH 7.2), respecti-
vamente 0,79 =0,11 e 0,68 - 0,14, A anilise destes dois
tltimos grupos nos quais apenas diferiu o tempo de imersio
dos fragmentos tecidulares em aldeido, permite afirmar com
base estatistica, que a duracio de fixacdo aldeidica nio con-
diciona alteracbes significativas no nimero de vesiculas
revestidas.
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Do mesmo modo, comparando-se o numero de vesiculas
revestidas por p® do terminal nos trés grupos nos quais
useli o 6smio como primeiro fixador, verificam-se diferencas
significativas entre o material tratado pelos métodos B e C,
isto é, no primeiro caso pela fixacio em tetroxido de Gsmio
4 19 com coloragdo pelo 4cido fosfotingstico, e no segundo
pela fixacdo com teiroxido de 6smio, ndo tamponado a 4 %,
seguida de imersdo num soluto a 12,5 9% de glutaraldeido.
As meédias gerais encontradas nestas duas séries sdo respec-
tivamente de 0,87 = 0,16 ¢ 1,81 = 0,1.

Ji nos fragmentos tratados pelo método D, diferente
do anterior pela supressio da passagem por glutaraldeido,
o valor obtido foi de 1,50 == 0,09, estatisticamente nao
gignificativo, quando comparado com os anteriores.

A amalise das percentagens de vesiculas revestidas em
relagio ao numerc total destes organitos com cada método
de fixacdo também mostra clara diferenca entre os valores
obtidos quando se utilizou o aldeido como primeiro fixador,
¢ 0s registados nos blocos tecidulares primeiramente tratados
pelo dsmio (Quadro XII). Na realidade, mo primeiro grupo
encontrei-os bastante inferiores e mao se verificou sobrepo-
sigho de valores entre eles. Prosseguindo a comparacéo dos
nimeros obtidos nog quatro primeiros grupos (4.1, 4.3,
A4.3 e A.4), comprova-se que, quanto A4 percentagem de
vesiculas revestidas em relacio ao nimero total de vesiculas,
se encontram também diferencas do mesmo tipo: em 4.1
¢ A.4, respectivamente 0,55 = 0,08 e 0,52 0,12 ¢ em A.2
¢ A, 3, respectivamente 1,07 == 0,68 e 1,19 + 0,27.

A analise destes valores quando se usa o 0smio como
primeiro fixador, mostrou diferencas significativas entre os
grupos C e D (Quadro XII): 'foram respectivamente de
1,73 = 0,04, para o grupo B, 2,77 = 0,61 para o grupo C
¢ de 2,83 -+ 0,32 para o grupo D.

O estudo estatistico das percentagens de reticulossomas
em relagdo ao nimero total de wvesiculas, mostrou resultados
muito semelhantes aos obtidos com as vesiculas revestidas.
Assim, nos grupos 4.1, 4.2, A.3 e A.4, os seus valores
sd0 significativamente menores do que nos grupos B, ¢ e D.
Igualmente, quando se comparam entre gi os valores médios
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registados nos diferentes grupos da série A, verificam-se para
os reticulossomas resultados anilogos aos obtidos para as
percentagens das vesiculas revestidas: 0,72 +0,24 e 0,45 ==
+ 0,14 respectivamente em 4.1 e A. 4 e 1,73 +0,35 e
2,72 0,30 em A.2 e A.3, inferiores como ge vé. Por outro
lado, € ao contrario do que acontecia para as vesiculas reves-
tidas, mao se registam diferencas significativas quando se
comparam os grupos B, €' e D, nos quais os valores percen-
tuais obtidos foram respectivamente 3,53 = 0,61, 3,17 = 0,82
e 2,38 = 0,32.

Levei um pouco mais longe o tratamento estatistico dos
resultados, tendo verificado precisamente nos grupos em que
se registaram valores percentuais mais elevados de vesiculas
revestidas, a existéncia de maior nimero de reticulossomas.
Encontrei inclusivamente uma forte correlacdo positiva entre
0s valores percentuais das vesiculas revestidas e os dos reti-
culogsomas (r = 0,723).

Os resultados obtidos no estudo quantitativo das vesi-
culas pinocitdticas dos terminais musgosos do Rato, guando
sujeitos a fixadores diferentes, encontram-se resumidos no
Quadro XIII, Mostra-se ai, mais uma vez, nitida delimitacdo
entre 0s grupos em que os fragmentos tecidulares tinham sido
fixados em primeiro lugar com aldeido (4.1, 4.2, 4.3 e
A. 4) e aqueles nos quais o d6smio fora o primeiro agente
fixador (B, ¢ e D). O mesmo quadro revela também com
clareza que o nlmero de vesiculag pinocitoticas por uni-
dade de comprimento do plasmolema do terminal, calculado
nog grupos B, € e D, depende directamente do nfimero
de wesiculas pinocitoticas revestidas. Com efeito, o numero
de wvesiculas pinocitéticas lisas por unidade de membrana é
nos grupos B, € e D algo menor do que nos grupos 4. 1,
A2 A 3 e A4

Como ja atras ficou dito, as diferencas observaveis
entre os grupos A.1, 4.2, A.3 e 4.4, dependem da técnica
de fixacdo usada (perfusio ou imersdo), da sua duragio e
do pH do soluto fixador. Saliente-se gque no grupo 4.1
(perfusio), quando comparado com os grupos 4.2, 4.3 e A. 4
(imersdo), se regista o menor nimero total de vesiculas pino-
citéticas e de vesiculas pinocitéticas lisas por 100 de
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plasmolems. (0,40 = 0,13 e 0,33 =0,13 respectivamente).
A apreciacdo estatistica destes ntimeros é dificultada, como
disse, pela marcada variagdoc numeérica de animal para animal,
dentro deste grupo. Isto constitui sem davida, um O6bice a
correcta comparacdo dos resultados de A.1, com og dos
outros grupos aldeidicos. Por outro lado, e do mesmo modo
que para as vesiculas revestidas, a duracio da imersio dos
fragmentos no fixador, ndo parece intervir no nimero total
de vesiculas pinocitéticas por 100 p de membrana. Repare-se
que os resultados de 4.2 (1,13 = 0,39) sio muito seme-
lhantes aos de A4.3 (1,38 == 0,16), embora o nimero de
vesiculag pinocitéticas lisag por 100, de membrana no
grupo A.2, seja sensivelmente menor do que no grupo A.3
(respectivamente 0,96 = 0,12 ¢ 1,34 = 0,16). Do mesmo modo
que o tempo de imersio, o pH do fixador mio mostrou, de
modo geral, influéncia aprecidvel no nlmero de wesiculas
pinocitoticas. Todavia, no grupo 4. 4 os valores obtidos para
as vesiculas pinocitéticas lisas por 100 p de membrana, foram
significativamente maiores do que no grupo 4.2 (1,47 == 0,09
e 0,96 = 0,12 respectivamente).

A comparacéo entre os grupos B, C e D do nlimero total
de wvesiculas pinocitéticas e dos nmeros de vesiculas lisas
e revestidas, nio revelou diferencas significativas.

Encontra-se forte correlacdo positiva entre o nlimero
de wvesiculas revestidas por micron quadrado de terminal
musgoso e o numero de vesiculas pinocitéticas que af se
encontram e bem assim, entre o primeiro e o ntmero de
wesiculas pinocitéticas revestidas por 100 p de membrana
(r=0,634 e r=0,797 respectivamente).

Mostra-se correlacio positiva semelhante com o nfimero
de wesiculas revestidas expresso em percentagm (r= 0,793
r = 0,893 respectivamente). Finalmente, encontrei forte cor-
relagdo positiva (r = 0,862) entre as razdes percentuais,
nimero de vesiculas revestidas / nimero total de vesiculas
e nimero de vesiculas pinocitéticas revestidas / nlimero total
de vesiculas pinocitéticas. Em contraste com tudo isto, ndo
encontrei qualquer correlacdo entre o nimero de wesiculas
revestidas (ou a sua percentagem) e o nimero de vesiculas
pinocitéticas lisas por unidade de comprimento da membrana
(r=10,161 e r = 0,015, respectivamente).
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O exame do Quadro XIV tornari mais facil a com-
preensao do que acabo de expdr. Af se encontram graficamente
expressas as correlagdes entre o mlimero de vesiculas pinoci-
toticas revestidas e o nlimero de wesiculas revestidas, bem
como a correlagio existente entre a percentagem de vesiculas
pinocitéticas revestidas e a percentagem de vesiculas revestidas.

IIT — Aspectos Ontogenéticos da Rede Citoplasmdtica
do Rato

Este estudo incidiu na camada granulosa do cértex
cerebeloso, no periodo compreendido entre o 4. dia que
precede ‘o mnascimento e o 20.° de vida extra-uterina. Utilizei
os métodos A.2, ¢ e E. Nio se tratou de analisar toda a
sinaptogénese desta zona do Sistema Nervoso, mas somente
de contribuir para o estudo do desenvolvimento da rede
citoplasmética. Prestei particular atencio aos seus aspectos
morfoldgicos, bem como aos das estruturas que com ela se
julgam estar intimamente relacionadas, as vesiculas revestidas
e os reticulossomas.

Antes do 18.° dia de gestacio nido foi possivel visualizar,
nos perfis identificAveis como terminais nervosos, qualquer
estrutura assemelhdvel 4 rede citoplasméitica, apresentando-se
em alguns, apenas certos organitos e nos restantes, aglome-
rados de material amorfo bastante diferente dos aspectos
deseritos para a referida rede.

S6 a partir do 18.° dia de gestaciio pude observar sinais
evidentes de sinaptogénese. Consistiam na aposicio de mem-
branas separadas por um espaco constante de cerca de 30 nm
(Figs. 37, 38 e 39) revestidas por um «coal» citoplasmatico
sempre bem evidente e de espessura varidvel. Estas especia-
lizagbes da membrana, t8m o mesmo aspecto dos desmossomas.
Partindo destas condensacbes, destacam-se para o interior do
terminal, filamentos com aspecto caracteristico da rede cito-
plasmitica, a principio pouco evidentes, mas que a breve
trecho se tornam exuberantes, sempre com a forma cordada
(Fig. 37). Neste periodo é ji possivel observar as suas
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insercdes a nivel plasmolémico. Pude ainda identificar vesi-
culas sinépticas nalguns terminais estudados (Figs. 37 e 38).
Saliento que nas observacdes efectuadas, mesmo antes do
18.° dia, encontrei frequentemente microtiibulos nos terminais
em crescimento, (Figs. 42, 43 e 46), o que ndo acontece no
adulto. Isto corrobora a hipbtese de BRAY ('74) de as pro-
teinas microtubulares serem fundamentais para o inicio da
sinaptogénese.

Entre o 1.° e o 4.° dias apbés o nascimento, aparecem
em grande nlimero as vesiculas pré-sinipticas e surgem
outras modificacdes no complexo siniptico. Entre o material
pré-sinaptico surgem agora as projecces demsas (Fig. 41)
com dimensdes inferiores 4s do animal adulto, e com menor
densidade electrénica, apresentando-se até, em alguns casos,
com formas compariveis As dos reticulossomas (Fig. 40).
Ao mesmo tempo a rede citoplasméitica estende-se a todo o
terminal (Fig. 43) e o material pés-sinatico, adquire maior
densidade electrémica (Figs. 40 e 42). Os microfilamentos
que partem das densidades pés-sindpticas revestem formas
caprichosas estendendo-se por largas éreas do citoplasma
circunjacente (Figs. 42 e 43). Atingida esta diferenciagdo,
torna-se facil, pela primeira vez, a distincio entre as estru-
turas pré e pds-sinapticas.

Entre 0 4.° e o 10.° dia, o complexo sindptico adquire
progressivamente o aspecto que o caracteriza no terminal
do adulto (Figs. 44 e 45). Acentuam-se as projecgdes densas
(Fig. 45), e o aglomerado vesicular pré-sinéptico € entdo
bem evidente (Figs. 44 e 45). A rede citoplasméitica, ainda
com a forma cordada, estende-se difusamente por todo o
terminal (Fig. 45), ao mesmo tempo que os espessamentos
pbs-sinapticos tomam a forma e as dimensoes definitivas.

Depois do 10.° dia, a rede citoplasmatica vai mostrando
progressivamente os aspectos que a caracterizam no adulto,
surgindo entio, juntamente com o tipo cordado, os tipos
difuso e poligonal. 86 a partir desta altura é possivel identi-
ficar as vesiculas revestidas e os reticulossomas, se bem que
a partir do 4.° dia de vida extra-uterina ji fossem detectaveis
vesiculas pinocitéticas, ainda que em nimero pouco elevado.
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CAMADA GRANULOSA DO RATO
( x60000)

37—Prolongamento nervoso aos 18 dias de gestacdo. Extensa placa de adesfio e raros elementos vesiculares.
Verdadeira rede citoplasmética cordada (rcc).
Fixac3o aldeidica (A2).
38— Placa de ades#io (PA) aocs 18 dias de gestaco.
Fixacdo aldeidica (A2).
39— Aspecto geral aos 18 dias de gestacfio. As setas assinalam duas placas de ades&o.
Fixacd@o aldeidica (E).






TERMINAIS MUSGOSO0S DO RATO
( x60000)

40— Sinapse axodendritica no primeiro dia de vida extra-uterina. Material pré e possinaptico perfeitamente identi-
ficavel. A densidade pressiniptica envolvida pelo circulo, faz lembrar um reticulossoma.
Fixac#o 6smio—aldelido (C).

41—Zona de contacto sindptico num animal com um dia de vida extra-uterina. As pontas de seta assinalam as
projeccdes densas perfeitamente individualizadas.
Fixac#io aldeidica (E).

42— Sinapse axodendritica no primeiro dia de vida extra-uterina. IdentificAveis vérias vesiculas no terminal nervoso,
bem como um microtubulo {M). No dendrito, rede citoplasmética de grande exuberancia referenciada pelas
pontas de seta.

Fixac#o ésmio—aldeido {C).

43— Sinapses axodendriticas no primeiro dia de vida extra-uterina. As setas assinalam filamentos de rede cito-
plasmaética do tipo cordado e a ponta de seta assinala a presenca de um microtubulo.
Fixag8o 6smio—aldeido (C).







TERMINAIS MUSGOSOS DO RATO
( x 60000)

44—Sinapse axodendritica no quarto dia de vida extra-uterina. Aglomerado vesicular pré-siniptico, assinalado
por duas setas curvas.
Fixacdo dsmio—aldeido (C).

45— |dem. A seta aponta para uma projeccdo densa (PD), de grande densidade electr6nica em continuidade
com a rede citoplasmética circunjacente.
Fixac8o ésmio—aldeido {C).

46— Aspecto de um terminal no 10.° dia de vida extra-uterina. Morfologia geral muito préxima da do adulto.
Os circulos envolvem uma vesicula revestida e um reticulossoma. A ponta de seta indica a presenca de uma
estrutura microtubular e a seta assinala volumosa vesicula revestida.

Fixacdo 6smio—aldeldo (C}.




IV — Aspectos Filogenéticos da Rede Citoplasmdtica
A — Invertebrados

Observei a rede citoplasmética dos terminais nervosos
dos ginglios cerebroides do (Caranguejo e do Lagostim de
dgua doce, apods fixacdo com os métodos 4.2, C e E. Foi um
estudo particularmente idelicado, atendendo as dificuldades
na obtencdo, nos Invertebrados aquiticos, de boas fixacgOes
para estudos ultrastruturais. Com efeito, para além das
inerentes & fixacio de material essencialmente proteico,
(BRAY 'T4) como é o ‘caso, juntam-se as que advém de se
tratar de tecido nervoso de um animal marinho (SHIVERS '67)
e ainda do maior lapso de tempo que, por razées de ordem
‘téenica, mediou entre as colheitas e o inicio da fixacdo dos
fragmentos (de 3 a 5 minutos conforme os casos, sensivel-
mente superior ao decorrido nas outras espécies estudadas).

Apesar destes condicionalismos, a rede citoplasmatica
dos intimeros terminais estudados nessas espécies mostra-se,
salvo raras excepcles, sob a forma difusa, tanto nos terminais
de grandes dimensfes (Fig. 47), como mnos mais pequenos
(Fig. 50). Aparece a colmatar harmoniosamente os espacos
deixados vazios pelas wvesiculas gindpticas e pelos outros
organitos Nos Invertebrados estudados, sé muito raramente
observei as formas cordada e poligonal da rede citoplasmatica.

Merecem referéncia especial os complexos sindpticos dos
ghnglios cerebroides destes animais, uma vez que apresentam
morfologia bem diversa daquela que estamos habituados a
observar nos Vertebrados. Com efeito, na sua grande maioria
ndo se visualizam projecgbes densas pré-sinipticas (Figs. 47,
48 e 49). 'As zonas activas do terminal, sdo todavia identi-
ficaveis, gracas & existéncia de fendas sinipticas suficiente-
mente caracterizadas e de espessamentos pds-sinipticos, sempre
presentes embora de dificil reconhecimento. Observa-se ainda,
se bem que mais raramente, outro tipo de complexo sinaptico,
caracterizado por curioso arranjo pré-siniptico (Figs. 47,
50 e 51) ja descrito por SANDEMAN e MENDUM (’71) e
SANDEMAN e LUFF ('73) no Lagostim. Consiste sumariamente
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numa barra de caracteristicas electrénicas idénticas as das
projeccoes densas dos Vertebrados, mas ao contrario do que
com estas sucede sem apoio proprio na membrana pré-
-sindptica (Fig. 51).

No primeiro tipo de sinapses descrito, a rede citoplas-
matica comporta-se em relagdo & membrana pré-siniptica do
mesmo modo que em face da restante membrana do terminal:
contacta com o plasmolema sem que, no entanto, se mostrem
quaisquer especializacdes (Fig. 47). Quando presente a barra
sinaptica, observam-se geralmente vesiculas 4 sua volta, for-
mando rosetas nos cortes perpendiculares ao maior eixo dessa
estrutura (Fig. 51). Neste caso as vesiculas aparecem unidas
a0 nicleo central da barra por filamentos com caracteristicas
idénticas as da rede citoplasmatica (Fig. 51). Quando, ocasio-
nalmente, a barra pré-sinaptica aparece livre de wvegiculas,
torna-se flagrante a continuidade do material que a constitui
com a rede citoplasmatica envolvente (Fig. 50).

E digna de breve referéncia nestas espécies a relacdo
da rede citoplasmatica com os microtubulos, muito abun-
dantes nos terminais nervosos. Assim, visualiza-se frequente-
mente uma curiosa disposi¢io entre uma e outros, como a
observavel nas Figs. 47, 49 e 52: filamentos da rede cito-
plasmatica constituindo como que uma ponte entre os micro-
tubulos vizinhos, paralelamente dispostos. Aspectos idénticos
foram encontrados por LE BEAUX (’73) ao longo dos axonios
do Rato, mas, tanto quanto sabemos, nunca foram obser-
vados nos terminais dos Vertebrados.

Encontram-se zonas claras de extraccdo & volta dos
grinulos de glicogénio (Fig. 47). Nalguns casos e apesar
das grandes dimensdes dos terminais, a abundincia de grios
de glicogénio, torna praticamente indemonstravel a rede cito-
plasmatica '(Fig, 48).

Quanto a wvesiculas revestidas e reticulossomas, sfo
estruturas raramente observadas nos terminais destas espé-
cies. Todavia, quando se encontram (Fig. 51), apresentam-se
muito menos diferenciadas do que nos Vertebrados. Os seus
envolucros de revestimento tém aspecto globoso, ndo se conse-
guindo identificar os hexagonos e pentigonos caracteristicos
das espécies superiores.
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47— Terminal de grandes dimensdes dum ganglio cerebréide do caranguejo. Grande nimero de vesiculas na parte
inferior da fotografia, rodeadas por rede citoplasmatica difusa (rcd). Os circulos tracados neste terminal
delimitam &reas onde sdo visiveis grios de glicogénio, rodeados de material citoplasmaético de baixa densidade
electrénica. A seta assinala um complexo sindptico no qual se ndo visualizam nem projec¢des densas nem
densidades possinépticas. Na parte superior da fotografia nota-se grande nimero de microtubulos, em fntima
relacio com a rede citoplasmética. Na parte central do terminal, numerosos gros de glicogénio (pontas de
seta), a volta dos quais se ndo observa rede citoplasmética. No canto inferior esquerdo da gravura, o clrculo
delimita um complexo sindptico com barra sinéptica.

Fixacdo 6smio—aldefdo (C). [ x45000),






48— Parte de um terminal de grandes dimensdes dum ganglio cerebrbide do caranguejo. Numerosos grios de
glicogénio, alguns dos quais assinalados por pontas de seta. Rede citoplasmatica de muito dificil visualizaglo.
As setas apontam para um complexo sindptico, identificdvel pelo aglomerado vesicular pressiniptico e pelas
projeccdes densas possinépticas.
Fixacdo 6smio-aldeido (C). (x60000}.







GANGLIO CEREBROIDE DO CARANGUEJO

49— Parte de um prolongamento de uma célula nervosa. As pontas de seta assinalam microtubulos em Intima
relagdo com a rede citoplasmética. A seta aponta para um complexo sinaptico.
Fixacdo aldeidica (A2). ( x45000).

50— Circulo— complexo sinéptico com uma barra pressiniptica em continuidade com a rede citoplasmatica cir-
cunjacente.

Fixacdo 6smio—aldeido (C). ( x90000).

51— Terminais nervosos. As setas assinalam trés barras sinépticas, as duas da esquerda cortadas perpendicular-
mente ao seu maior eixo e a da direita segundo a sua maior dimens3o. Dentro dos circulos encontra-se uma
vesicula revestida e um reticulossoma.

Fixacdo 6smio—aldeido (C). ( x60000).

52— Parte de um prolongamento de uma célula nervosa. As pontas de seta assinalam microtubulos, em relagdo
Intima com a rede citoplasmaética. Dentro do circulo uma vesicula pinocitdtica revestida.

Fixacdo 6smio—aldeido (C). (x60000).







GANGLIO CEREBROIDE DO CARANGUEJO
E-PTA. { x60000)

53— As setas assinalam pontos de grande densidade electrénica provavelmente correspondentes a barras sinapticas.
54— A seta assinala uma barra siniptica. IdentificAveis, por contraste negativo, diversas estruturas membranosas.



Observam-se com frequéncia imagens em Omega carac-
teristicas cas wvesiculas pinocitéticas (Fig. 52). Embora nio
as tivesse estudado quantitativamente, o seu nlmero néo
parece diferir do registado mos Vertebrados. Encontram-se
geralmente desprovidas de «coatf» envolvente, o qual, quando
existe, é pouco individualizado e guase se confunde com a
rede citoplasmatica vizinha.

O material ndo sujeito a4 accdo do d6smio, e tratado
com o Aacido fosfotingstico (Método E-EPTA), revela nos
Invertebrados caracteristicas algo diferentes das presentes
nos Vertebrados, nos quais as membranas ndo se apresentam
visiveis quando se usa este método de fixacdo. Com efeito,
nos Invertebrados, embora as membranas nio aparecam
coradas, a sua presenca marca-se facilmente por contraste
negativo. Mais: é possivel identificar o plasmolema, as
vesiculas sinipticas e demais organitos do terminal (Figs. 53
¢ 54). Este facto, para o qual nio encontrei explicagio,
torna dificil a analise da rede citoplasmatica por este método.
Mesmo assim, é possivel reconhecer no material correspon-
dente que a rede citoplasméatica apresenta caracteristicas em
tudo idénticas as descritas para o material tratado pelo
O0smio, sendo de realgcar a facil visualizagdo das barras pré-
-fs‘in-é,pticas (Figs. 53 e 54) e a sua continuidade com a rede
envolvente.

B — Vertebrados Inferiores

Efectuei as minhas observagbes no cerebelo da Rana
pipiens e do Carassius auratus fixados com os métodos 4. 2,
0, E e F.

Nao observei diferencas entre as redes citoplasmaticas
da rd e do peixe. Nestes animais, ao contrario do que acon-
tecia com os Invertebrados, aparecem os trés aspectos des-
critos por GRAY (’72), excepto no material fixado pelo per-
manganato de potassio, no qual a rede citoplasmatica se
mostra exclusivamente com o aspecto difuso (Figs. 35 e 56).
E de salientar, contudo, que este Ultimo aspecto é mais
frequente do que os outros dois quando o aldeido é o primeiro
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fixador — 4.2 — (Figs. 57 e 58), sendo as formas cordada
e poligonal mais vezes wvisualiziveis com o método C
(6smio — primeiro fixador).

Com excepcido das fixagGes com o permanganato, os
complexos sinapticos apresentam projecgoes densas bem
marcadas (Fig. 57), com a caracteristica forma triangular,
ao contrario do que sucede nos Invertebrados. Ver-se-4 que
nos Vertebrados superiores, elas se apresentam mnitidamente
em maior namero, com maiores dimensGes e de base mais
estreita. BEm todos os casos, a sua continuidade com a rede
citoplasmatica é flagrante. © o que se mostra mas figs. 57
e 60, relativas ao cerebelo da Ra.

Nos terminais das fibras musgosas do cerebelo do peixe
e do batraquio wque estudei, as vesiculas revestidas e os
reticulossomas aparecem em numero reduzido, tal como
acontecia nos Invertebrados. Contudo, quando existentes
(Figs. 59 e 61), apresentam formas semelhantes as encon-
tradas nos Vertebrados superiores. O niimero de vesiculas
pinocitoticas é variavel de terminal para terminal, sendo raras
as formas revestidas. Tal como acontece nos Invertebrados,
sdo frequentes os microtibulos (Fig. 62).

Também se encontram zonas claras, a volta de gra-
nulos de glicogénio (Figs. 63 e 64) como as anteriormente
descritas. Para me certificar da natureza quimica destes gri-
nulos, procedi as provas de digestdo com a amilase e a saliva
segundo COIMBRA ('67). Ora, se bem que as manipulacGes
requeridas pela técnica, provoquem grandes distorgées no
tecido nervoso, torna-se o6bvio o desaparecimento de tais
granules depois do tratamento pela amilase, mostrando-se
zonas vazias no seu lugar (Fig. 65).

O material ndo submetido ao 6smio e contrastado com
o acido fosfotingstico, apresenta as caracteristicas descritas
por BLOOM e AGHAJANIAN '(’66). As estruturas membranosas
nao se identificam, estando presentes os trés tipos de rede
citoplasmatica (Figs. 66 e 67). E muito clara, junto dos
complexos sinapticos, a continuidade das projeccOes densas
com a rede citoplasmitica, quase sempre do tipo difuso
(Fig. 66).
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TERMINAIS MUSGOSOS DA RA
(x 60000)

55— Sinapse axodendritica fixada com o permanganato de potassio (F). Inexisténcia de aglomerado vesicular pressi-
naptico e de projeccBes densas, assinalando a seta a densidade possinéptica.

56— Dois terminais fixados pelo permanganato de potéssio (Fl. Rede citoplasmético do tipo difuso (red).

57— Sinapse axodendritica, fixada por imersdo em aldeldo (A2). A seta aponta para uma projeccdo densa (DP).

58— Idem. Rede citoplasmatica difusa (rcd) em todo o terminal.







TERMINAIS MUSGOSOS DA RA
Fixac#o aldeido-6smio (C}. ( x60000)

59— Rede citoplasmética do tipo poligonal, na 4rea compreendida ante as duas setas curvas (rep). O clrculo
envolve um reticulossoma. Salienta-se a auséncia de vesiculas revestidas.
60— As setas apontam para 4reas do terminal onde é visivel rede citoplasmatica do tipo cordado {rccl.






61— Terminal musgoso do peixe Carassius auratus, L. fixado pelo método A2. A seta assinala uma veslcula
revestida ( x90000).

62— Terminal musgoso do cerebelo do peixe Carassius auratus, L., fixado pelo método A2. A seta aponta para
um microtubulo (M), seccionado perpendicularmente ao seu maior eixo { x 90 000).

63— Terminal musgoso do cerebelo da R&, fixado pelo método A2. As setas assinalam grios de glicogénio, a
volta dos quais ndo é visivel rede citoplasmatica (x60000).

64— Terminal musgoso do cerebelo da R#, submetido a tratamento preconizado por Coimbra (67), com excepgio
do tratamento enzimético (corte de contrdlo). Graos de glicogénio muito evidentes (pontas de seta) (x60000).

65—Idem, com tratamento subsequente pela amilase. N8o se vislumbram gréos de glicogénio ( x60000).






CAMADA GRANULOSA DO CEREBELO DA RA
E-PTA. (x60000)

66— Densidade possinaptica (DPS) e projecctes densas (DP), estas, em continuidade com a rede citoplasmatica
vizinha.

67—Na 4rea compreendida entre as duas setas curvas, estruturas de grande densidade electrénica, provavelmente
correspondentes a projeccBes densas, cortadas paralelamente & membrana pressinaptica.






CAMADA GRANULOSA DO CEREBELO

68— Complexo sinptico (seta) no Homem, fixado com o método E-PTA (E). As projeccdes densas (pontas de
seta) em intima continuidade com a rede citoplasmatica vizinha (x 120000).

69— Aspecto obtido no Pombo com o método E-PTA (E). A ponta de seta assinala um desmosoma e a seta
um complexo sindptico ( x60000).







CAMADA GRANULOSA DO CEREBELO DO HOMEM
Fixac#o pelo 6smio—aldeido (C). ( x80000)

70, 71, 72 e 73— Série de quatro cortes ultrafinos referentes a um mesmo complexo sinéptico. Diversos aspectos
que caracterizam o aparelho para-siniptico em cortes paralelos 45 membranas sinépticas.




C — Vertebrados Superiores

As observacgbes foram efectuadas mo Pombo, no Rato
e no Homem, tendo utilizado todos os meétodos de fixacdo
descritos.

O estudo das minhas preparacdes, leva-me a corroborar
inteiramente as conclustes dos estudos de YAMADA et al,, ('T1)
sobre a rede citoplasmatica dos cones retinianog do Rato e
as das exaustivas observagoes de GRAY ('72) mnos terminais
nervosos, centrais e periféricos, do mesmo animal. Com efeito,
a rede -citoplasmatica, apresenta-se sempre sem material
microtubuliar, nem tampouco microfilamentoso, e as suas
caracteristicas gerais ndo diferem grandemente das descritas
para os Vertebrados de sangue frio. Como ja se viu em
capitulo proprio, esta estrutura, que preenche todos os espacos
livres deixados pelos organitos, é susceptivel de se apresentar
sob formas wvarias, conforme os fixadores usados.

Nao encontrei diferencas marcadas nos aspectos da rede
citoplasmatica do Pombo, do Rato e do Homem. Contudo, o
aspecto cordado parece predominar no Pombo e a forma
poligonal foi mais vezes observada no Rato. No Homem néo
se mostrava predominante qualquer dos trés tipos.

Nos animais que estudei, tanto de sangue frio como de
sangue quente, a rede citoplasmatica apresenta pontos de
insercdo ao nivel da face interna do plasmolema dos ter-
minais (Figs. 59 e 61). Com efeito, o plasmolema é revestido
interiormente por material nio estruturado («coat» subplas-
molémico) do qual arrancam delicados filamentos que cons-
tituem como que pilares, da referida rede.

‘A hipdtese aventada por GRAY, de que as projecgodes
densas dos complexos sinapticos (nestas espécies, mais nume-
rosas e de base mais estreita que na rd e no peixe) seriam
estruturalmente idependentes da rede citoplasmatica, é deste
modo, fortemente apoiada pelas nossas observacgGes; com
efeito, encontrei sistematicamente relacdes intimas de con-
tinuidade entre as duas estruturas, evidentes quer o plano
de corte seja perpendicular & Area sinaptica (Figs. 68 e 69),
quer seja paralelo ao disco siniptico. E o que mostro nas
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figs. 70, T1, 72 e 73, que dizem respeito a fotografias ultras-
truturais de 4 cortes seriados. Na primeira, é evidente o
arranjo hexagonal (sextupleto) das projeccOes densas, tal
como descreve AKERT ('68) e no plano seguinte € motavel
a ‘homogeneidade da densidade electrénica do material pré-
-ginaptico, provavelmente correspondente asg estruturas que
unem intimamente as bases das projeccOes densas entre si.
Os dois cortes restantes, mostram que o material pos-
-sinaptico, ao contrario das projeccoes densas, ndo apresenta
qualquer estruturacio.

Dada a sua importancia, og resultados dum estudo
quantitativo das wvesiculas revestidas, pinocitoticas e reti-
culossomas efectuado no Rato, foi ja apresentado em capitulo
a parte. No aspecto qualitativo, como disse, nao notei dife-
rencas apreciaveis entre as trés espécies estudadas. Apenas
nos terminais do Pombo aparecem grande numero de estru-
turas globulosas (Fig. 69) que, apesar de ndo terem forma
geomeétrica definida, se assemelham a reticulossomas. Assim
as classifiquei.

DISCUSSAO

Pretendeu-se neste capitulo, ao estudar a rede citoplas-
méatica contribuir para melhor conhecimento da organizagio
morfoloégica do terminal nervoso. Com efeito, sdo bastante
raros os trabalhos existentes sobre essa estrutura, de resto
infrequentemente referida na literatura especializada. Em 1971
YAMADA et al., descreveram de forma breve e muito super-
ficial, nos cones e bastonetes da retina do Rato um material
morfologicamente indiferenciado, que hoje, se reconhece
tratar-se da rede citoplasmatica. Por outro lado, também,
em dois trabalhos de JONES ('69a, e ’'T0) se fazem breves
referéncias, ainda que pouco claras, a uma estrutura presente
nos sinaptosomas dos ganglios cerebréides do Octopus e nos
terminais nervosos do Rato com caracteristicas idénticas as
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da formacio em apreco. No entanto, e como ja foi dito na
introducdo, a primeira descricio pormenorizada da rede
citoplasmatica, foi a de GRAY (’72) que entdo lhe chamou
«cytonet». Convém mnotar, que as pesquisas sobre a rede
citoplasmatica feitas por este autor, tinham em wista obter
dados sobre a dinimica do terminal, na altura muito discutida.

Com efeito, em 1969, os japoneses KANASEKI e KADOTA,
defenderam, como disse ja, a hipdétese de as vesiculas reves-
tidas serem um passo intermédiario na formacio das vesiculas
sindpticas lisas. Estes investigadores continuam a acreditar
que as vesiculas pinocitéticas, originam as vesiculas revestidas
e estas, ern seguida, por perda do seu envoélucro, as vesiculas
sindpticas lisas. As vesiculas revestidas, para estes autores,
seriam pois uma estrutura real. Contudo, o cuidadoso estudo
destas vesiculas levou GRAY a formular uma hipétese diferente,
na qual considera o seu envoOlucro como mera condensacdo
artefactual da rede citoplasmatica, definida por ele como o
conjunto do material citoplasmético, ndo filamentoso nem tdo
pouco microtubular, que preenche os espacgos deixados livres
pelos organitos do terminal e, provavelmente todos os «vazioss»
da célula nervosa. E de salientar pois, que enquanto para os
primeiros investigadores as vesiculas revestidas desempenha-
riam papel importante na dinimica do terminal, para GRAY,
nao tém qualquer relacdo com a génese e a actividade fun-
cional das formacgOes vesiculares.

O pensamento de GRAY sobre a natureza artefactual das
vesiculas revestidas e dos reticulossomas e as suas descricées
dos diversos aspectos da rede citiplasmatica, foram fruto de
notavel poder de obervacio € de mais de 15 anos de trabalho,
precisamente a partir de 1961, altura da sua original descricdo
das vesiculas revestidas. Os meus resultados, confirmam inte-
gralmente as suas observacoes. Na verdade, encontrei com
frequéncia vesiculas revestidas e reticulossomas em partes
do neurdnio distante do terminal o que se ndo explicaria, no
caso de serem um passo obrigatdrio na formagio das vesiculas
sindpticas. Além disso, verifiquei a existéncia de halos com
densidade electronica muito baixa a volta das vesiculas reves-
tidas, aos quais GRAY dera o nome de zonas claras, e vira, por
estereoscopia delimitadas por bordos talhados abruptamente
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em plena rede citoplasmitica envolvente. A observacio de
zonas claras em microscopia electrénica € tida como um dos
muitos pardmetros definidores de ma fixacdo (PALAY et
al.,, ’62). Sendo assim isto adapta-se perfeitamente ao pen-
samento de GRAY, o qual admite que nas areas correspon-
dentes as zonas claras existiria previamente a fixacgio, material
citoplasmatico que se viria a condensar & volta das vesiculas
sinapticas lisas formando os «coats» e transformando-as em
vesiculas revestidas. B de salientar, que no caso das vesiculas
parcialmente revestidas, encontrei as zonas claras exclusi-
vamente do lado onde se encontrava o envélucro. Tal como
a GRAY, foi-me ainda possivel observar a existéncia de outros
organitos, que nao vesiculas sinipticas, revestidas pelo
caracteristico envélucro o que demonstra nao ser este uma
estrutura tipica e exclusiva dum determinado tipo de vesiculas.
Por outro lado, e no que se refere aos reticulossomas ¥,
verifiquei, do mesmo modo que acontece com as vesiculas
revestidas, serem sistematicamente rodeados por uma zona
clara. Outro argumento ainda: detectei reticulossomas de
dimensgodes wvariadas, muitas vezes de volume inferior ao das
das proprias vesiculas lisas, o que 'torna menos provavel
que estas estruturas tenham contido no seu interior as
referidas vesiculas.

Como colaborador de GRAY mno aprofundamento da sua
teoria (PAULA-BARBOSA e GRAY, '7T4), fui-me apercebendo aos
poucos de que a rede citoplasmatica tal como a descreveu,
era, a nivel molecular, de primordial importincia na expli-
cacdo dos processos dindmicos do terminal. Com efeito, o
grupo de PUSZKINS ('68 e ’71) demonstrou com clareza, no
decurso de brilhantes trabalhos encetados mo fim da década
de 60, a existéncia mos terminais nervosos de proteinas do
tipo actina e miosina; estes trabalhos, posteriormente cor-

* Lembro que GRAY considera os reticulossomas como condensa-
coes artificiais da rede citoplasmética, sem nficleo vesicular, enquanto
KLNASEKI e KADOTA ('69) defendem que estas estruturas seriam afinal
os envélucros das vesiculas, depois destas terem sido libertadas
(vidé Introducdo).
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roborados e completados por FINE e BRAY (’71), CHAN e
GOLDMAN ('73), BLITZ e FINE (’7T4), DUHRAN ('74), MAHEN-
DRAN et al., ("74) e ainda outros, abrem perspectivas completa-
mente novas para interpretacdo funcional do terminal nervoso,
relegando até para plano secundario a polémica levantada a
volta do significado das vesiculas revestidas. As proteinas
do tipo actina e miosina descritas nos terminais, deverdo
encontrar-se na rede citoplasmatica, uma vez que a compo-
gsicdo quimica das estruturas neurofilamentosas e microtu-
bulares ¢ de ha muito conhecida, [SCHMIT ¢ DAWSON '(’61),
FEIT et al, '(71) e SCHELANSKI (’73)]. Dentro desta pers-
pectiva de valorizagdo da rede citoplasmatica mna cinética
¢o terminal publicaram-se recentemente varios trabalhos, quer
cle indole quimica, quer de foro morfolégico; entre os primeiros
sao de salientar os de KADOTA e KADOTA ('73) e KADOTA et
al. (76'), SPOONER et al. (’73), BrAY ('7T4), PEARSE ('TD
€ 'T6) e CROWTHER et al. ('76) e entre os segundos os de LE
BEAUX (73 e 'T6a, b) e de GRAY ('75). Este ultimo inves-
tigador baseado na sua experiéncia estereoscopica e nos
principios de BRAY ('74) e SCHMIT e DAWSON ('61) de que
«in vivo» as proteinas celulares se encontram numa forma
coloidal e sofrem profundas modificagoes depois da accio
dos agentes de fixacdo, reformula e acrescenta as suas ante-
riores conclusodes.

Entre os métodos de fixacdo utilizados meste trabalho,
alguns houve que se mostraram particularmente eficazes
para a demonstragdo e estudo da rede citoplasmatica. Foram
esses os seleccionados na prossecucido das pesquisas sobre a
referida rede. Independentemente disto, o estudo comparado
da accdo dos wvarios fixadores usados sobre as estruturas
proteicas que constituem a rede citoplasmética, feito sempre
na mesma espécie, o Rato, constituiu método valido para
mais correcta interpretacdo da accdo destas diversas
substincias.

No fim da década de 50 e no inicio dos anos 60,
publicaram-se numerosos trabalhos nos quais se propdem os
critérios de boa ou mé fixacio em microscopia electrénica.
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Outros apareceram nos quais se estudou a accio molecular dos
fixadores. No seu conjunto, prevalece o conceito genérico
de PALADE (’52) de que a melhor fixacdo é a que faculta
resultados mais préximos da realidade viva. Ndo me parece
necessiario analisar em pormenor as diversas opinides de
consagrados cientistas, (PALADE ’52, PEARSE '60, PALAY '62,
MARINOZZI '63 e KARLSON e SCHULTZ '65a, b entre outros),
guanto a qualidade de fixacdo e a accido molecular das
diversas substincias utilizadas para tal fim em Microscopia
Electronica. Limito-me a referir os pardmetros fundamentais.
Assim s@o indices de boa fixacdo: a auséncia de precipitados
cito e nucleoplasméiticos a integridade das biomembranas, a
inexisténcia de espagos wvazios, bem como de imagens de
retracgdo ou dilatagio dos perfis ultrastruturais e, funda-
mentalmente, um correcto ordenamento celular.

Ora, de acordo com estes critérios, obtive as melhores
fixacbes, com o uso do aldeido tamponado a pH neutro como
primeiro fixador, seguido da acgao do 6smio. De modo geral,
ndo foram grandes as diferencas encontradas com o uso
da perfusio e da imersao, se bem que com aquele método
tivesse conseguido por vezes fixacoes de excelente qualidade.
Todavia, a inconstdncia dos resultados era apreciavelmente
maior do que com o emprego das fixagbes por imersdo. Ja,
a influéneia do pH se mostrou primordial, tendo obtido os
melhores resultados com o pH 7,2 e muito maus, por exemplo,
com pH 4. Pelo que respeita a rede citoplasmatica saliento
que, no material bem fixado, se mosirava sempre sob a
forma difusa, ocupando todos os espacos deixados livres pelos
organitos dos terminais, sem variagfes na sua densidade
electrénica, sendo até dificil distinguir, por vezes, as pro-
jeccoes densas, as quais, segundo se pensa hoje, de acordo
com GRAY ('7D), serio estruturas dela dependentes.

Quando usei o Osmio como primeiro agente, nomeada-
mente sem tampdo, a qualidade da fixacdo mostrou-se fran-
camente inferior. E de realgar que, nestas circunstincias, a
rede citoplasmatica adquiria gquase sistematicamente as for-
mas poligonal ow cordada.

Em face destes resultados, interessa recordar que,
segundo KARLSON e SCHULTZ ('65 a), a fixacdo aldeidica pro-
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duz um efectivo «cross links» proteico, continuando inclusiva-
mente as proteinas a poderem manifestar muitas das suas
propriedades e mesmo a capacidade de voltar ao estado activo.
Com efeito, os aldeidos preservam as moléculas proteicas,
mantendo-as com configuragdo estérica propria. Tal ndo
acontece com o Osmio, que ao destruir a configuracéo estérica
das moléculas proteicas, torna irreversivel o regresso ao
estado activo. Acreditam os autores referidos que o facto
de se obterem os melhores resultados quando se usa o aldeido
seguido de Osmio, poderoso agente de fixacdo, se deve &
circunstdncia de o primeiro agente actuar simultaneamente
como estabilizador molecular.

Atendendo a0 exposto, penso que o aspecto da
rede citoplasmatica do terminal com as fixacOes aldeidicas
(tipo difuso) deverd ser a tradugdo morfolégica de menor
acgdo lesiva do fixador sobre as proteinas, ao passo que
08 aspectos cordado e poligonal adquiridos por essa rede
apés as fixacOes com o Osmio serdo consequéncia de uma
accdo agressiva do fixador sobre a molécula proteica. Este
raciocinio ndo é de modo algum infundado: atenda-se ao
alto grau de ordenamento celular obtido pelas fixacdes
aldeidicas, sugerindo que as transformacdes moleculares ocor-
ridas no decurso do processo sic bem mais suaves do que
as verificadas com o Osmio. E de referir ainda, como se
vera, 'a raridade das vesiculas revestidas e dos reticulos-
somas com as fixacOes aldeidicas, ao contrario do que
acontece quando se usa o Osmio. Acrescente-se que, quando
surgem vesiculas revestidas e reticulossomas, no seio da rede
difusa, caracteristicas das fixacles aldeidicas, os respectivos
envolucros tém uma definicho morfolégica muito menos
precisa do que o que acontece apds a fixaclo Osmica. Isto
sugere que o material do envélucro é mna realidade uma
dependéncia da rede citoplasmatica.

No material fixado com o método etandlico-fosfotlingstico
de BLOOM e AGHAJANIAN (’66) mostram-se padrdes de rede
citoplasmatica muito semelhantes aos obtidos com as fixacdes
aldeidicas, até com maior realce morfolégico da referida rede,
devido & nfo wvisualizagio das membranas celulares. E de
salientar, a nitida continuidade observada entre a rede cito-
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plasmatica e as projecgbes densas (muito evidentes por este
método), o que leva a concordar com a ja citada hipdtese
de GRAY (’T5) de se tratar da mesma substincia, mas com
diferentes densidades electrénicas.

A interpretacio das fixacOes obtidas com o perman-
ganato de potassio afigura-se-me dificil. Com efeito, a par
da muito insuficiente demonstracido das estruturas membra-
nosas, pode-se observar nesse material a rede citoplasmatica,
homogeneamente distribuida entre os organitos do terminal,
com aspecto difuso, em tudo idéntico ao obtido com o uso
dos aldeidos. Além do mais, ndo observei vesiculas revestidas,
nem tdo pouco reticulossomas. Se se atender ao que atris
disse sobre as fixacdes aldeidicas € dsmicas, poder-se-4 pensar
estarmos perante um bom fixador para os constituintes pro-
teicos da rede citoplasmatica € um mau fixador para as
lipoproteinas das membranas.

A polémica existente quanto & origem e significado das
vesiculas revestidas a qual ji me referi com pormenor,
estendeu-se aos Investigadores que estudavam os aspectos
morfolégicos da mediacio quimica. E assim que wvemos
DougLAs et al. ('T1), NAGASAWA et al. (’71), HEUSER e
REESE (°73), HOLTZMAN et al. ("73) e TURNER e HARRIS ('73),
defensores do bindémio micropinocitose-exocitose como base
morfolégica da libertacio dos mediadores, darem muito relevo
ao papel das vesiculas revestidas e, por outro lado, CECCA-
RELLI et al. ('73) também adeptos da exocitose como base
de libertagio do mediador, ignorarem por completo as
referidas vesiculas.

Do mesmo modo, trabalhos de indole quimica muito
recentes de KADOTA et al. ("76) por um lado, e de PEARSE
et al. (75 e 'T6) e de BLITZ e FINE ('76) por outro, levam
a resultados diferentes, se nfo opostos. Assim, os primeiros,
ao compararem as propriedades dos envolucros das vesiculas
revestidas, com as da rede citoplasméitica, momeadamente
quanto ao seu comportamento em face das variagoes do pH
e da accdo da wvimblastina, chegaram a conclusio de se
tratarem de proteinas 'diversas. Os segundos, pelo seu lado,
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isolaram a partir do envélucro das vesiculas revestidas uma
proteina com peso molecular de 180000 a qual deram o
nome de «clathrins, e identificaram a sua constituicdo em
aminoacidos. Contudo, ao contrario de KapoTa et al. (’76),
encontraram fragmentos da referida molécula no meio pro-
teico do terminal, em flagrante contradicdo com os resultados
desses autores. Verifica-se, afinal, que, quatro anos decorridos
sobre o inicio da polémica respeitante a4 origem das wesiculas
revestidas, ainda se estd longe de se chegar a uma conclusio
univoca!

Com base nos trabalhos de CECCARELLI et al. (’67) e
de CECCARELLI e PENSA (’68 a, b), que provam ser consequéncia
da qualidade da fixacio do material o numero de vesiculas
revestidas demonstraveis nos terminais musgosos do cerebelo,
¢ ainda nas excelentes imagens destes organitos apresentadas
por KANASEKI e KADOTA, ap6s desenvolvimento de um novo
método de fixacdo com pH ‘4cido, procedeu-se em 1974 (PAULA-
-BARBOSA e GRAY) a um estudo quantitativo percentual do
nimero de vesiculas e reticulossomas em relacio ao nimero
total de vesiculas dog terminais musgosos do Rato (a mesma
espécie utilizada pelos investigadores acima referidos), numa
tentativa de esclarecer os parimetros que mais influiriam
no aparecimento dessas vesiculas.

Na altura, chegamos & conclusio de que a ma fixacdo
era factor decisivo para o aparecimento nas fotografias
ultrastruturais de grande nimero de vesiculas revestidas.
Observiramos, nalguns casos, terminais completamente repletos
de vesiculag revestidas e de reticulossomas. Outra comclusdo
importante tirada entio fora a de que a utilizacio do Gsmio
como primeiro fixador revelava um nimero muito mais
elevado de vesgiculas revestidas do 'que as fixacOes aldeidicas.
B curioso lembrar, as profundas diferencas wverificadas na
textura da. rede citoplasmaitica consoante as técnicas de
fixacdo utilizadas. Na wverdade, como disse, o material pri-
meiramente sujeito ao Osmio apresentava de preferéncia
redes citoplasméticas do tipo poligonal ou cordado, enguanto
que os aldeidos punham fundamentalmente em evidéncia o
tipo de rede difuso. Demonstramos igualmente que o apa-
recimento de grande miimero de wvesiculas revestidas com o
método de KANASEKI ¢ KADOTA (’69), nio se devia A acidez
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dos fixadores usados, dado que o emprego de &ésmio a
pH T2 como primeiro fixador produzia os mesmos resul-
tados. Por outro lado, tendo nds abaixado o pH da solucdo
aldeidica para 4 com auxilio do HCL, ndo se wverificou
maijor nimero de vesiculas revestidas nas preparacdes.

Como ja disse, 0s nossos resultados foram apresentados
em percentagem. No primeiro capitulo do presente trabalho,
dei conta das diferencas significativas de espécie para
espécie mo nimero de vesiculas sinipticas por unidade de
area do terminal. Atendendo a este facto, resolvi reanalisar
o material entfo utilizado e calcular ai o niimero de vesiculas
revestidas por unidade de Area, na tentativa de evidenciar
diferencas, ndo detectaveis percentualmente, e ainda mna de
estudar a influéncia do tempo de imersio em aldeido na
revelacio de vesiculas revestidas. Anoto ter demonstrado,
entretanto, que este factor produz marcados efeitos a nivel das
vesiculas lisas (PAULA-BARBOSA, ’75).

Porém, utilizando a mesma espécie, o Rato, e fazendo
variar os fixadores, os resultados obtidos para o ntmero
de vesiculas revestidas por unidade de A&rea do terminal
mostraram-se muito semelhantes aos expressos percentual-
mente. De salientar, novamente, que o nimero mais elevado
destas formacbes se registou mo material sujeito ao smio
em primeiro lugar. Por outro lado, a anilise quer percentual,
quer por unidade de 4rea das amostras submetidas a longo
tratamento aldeidico, nfo mostrou diferencas significativas.
Refira-se ainda o elevado coeficiente de correlacio encon-
trado entre os resultados percentuais globais obtidos para as
vesiculas revestidas e para os reticulossomas.

Tanto os trabalhos de CECCARELLI et al. (’67) e de
‘CECCARELLI e PENSA ('68a, b) como a anilise por mim
efectuada das relagles entre os tipos de rede citoplasmética
e os diferentes fixadores, pdem em evidéncia a importancia
da qualidade da fixacdo no condicionamento do nimero de
de vesiculas revestidas e reticulossomas aparentes nas pre-
paracoes. As melhores fixacgOes foram obtidas com aldeido
e fol precisamente com estes fixadores que observei o menor
niimero destas formacdes. Com o ésmio o inverso aconteceu.
Com os aldeidos obtinha uma rede citoplasméatica do tipo
difuso,, a0 passo que com o 6smio apareciam os tipos cordado
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e poligonal. Correlacionando estes parimetros (qualidade de
fixacdo, tipo de rede, ntmero de vesiculas revestidas e
de reticulossomas), torna-se legitimo sustentar a intima
relacdo entre a rede citoplasmatica e as vesiculas revestidas,
como GRAY havia aventado em 1972.

Uma vez posta de lado a teoria do sinaptoporo de
AKERT para a explicacio da libertacio dos mediadores quimicos
na fenda sinaptica (ver Introdugdo), que decorreria assim
sem perda de vesiculas, aceita-se hoje a exocitose como meca-
nismo mais provavel de tal processo. Aqui, a fusdo da
vesicula siniptica com a membrana pré-siniptica, acarreta,
como disse ji, a perda das vesiculas, tornando necessiria a
sua renovacao.

Embora esteja provado que algumas vesiculas sinap-
ticas possam ter origem no aparelho de Golgi (GRAY '70)
e no sistema reticuloendoplasmico da célula (Diroz, ’75,
GRAY 'T5a, b) e se avente a hipotese de outras dependerem
do sistema neurotubular do axdnio (PELLEGRINO DE IRALDI
e DE ROBERTIS, '68), a micropinocitose que ocorre na mem-
brana do terminal nervoso parece ser o principal mecanismo
de renovaciio de membrana. Pelo menos em condicdes expe-
rimentais, atestam-no, por exemplo, os ensaios com subs-
tincias marcadoras.

As wvesiculas pinocitéticas tém como caracteristica fun-
damental apresentarem-se em continuidade perfeita com a
membrana donde derivam. Os seus perfis fazem lembrar a
letra ©. Do mesmo modo que para as vesiculas revestidas,
K ANASEKI ¢ KADOTA (’69), HEUSER e REESE (’73), HOLTZMAN
et al. ("73) e ainda outros, consideram o envdlucro das
vesiculas pinocitéticas como parte integrante destas. A icono-
grafia que apresentam apoia este ponto de vista. CECCARELLI
et al. (’73), por outro lado, nao se referem a qualquer
envolucro mas vesiculas pinocitéticas e as suas fotografias
ultrastruturais nfo apoiam a sua presenca. Estamos pois
perante um. problema em tudo idéntico ao exposto para as
vesiculas revestidas. No caso das vesiculas pinocitéticas,
porém, as minhas observacdes, confirmando as anteriores de
BUNT (’69) e de CHALAZONITIS ('7T1 e '7T3), da presenca
simultdnea dos dois tipos, isto €, das wvesiculas pinocitéticas
lisas e das vesiculas pinocitéticas revestidas, permitem a
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defesa de posicbes intermedidrias as expressas pelos dois
grupos de autores mencionados.

Convém referir ainda a dificuldade em distinguir as vesi-
culas pinocitéticas revestidas das pinocitéticas lisas. Por isso,
na analise das minhas observagbes tive o cuidado de estabe-
lecer um critério rigido de identificacdo que me permitiu
contornar esta dificuldade.

Os resultados obtidos sio do mesmo género dos regis-
tados com as vesiculag revestidas e com os reticulossomas.
No que respeita ao nimero total de vesiculas pinocitéticas
revestidas, encontramos marcada diferenca quando compa-
ramos os grupos em que o aldeido foi o primeiro fixador
e 08 que sofreram primeiro a accdo do 6smio; nestes tltimos,
o nlimero de vesiculas pinocitdticas é consideravelmente mais
elevado que nos primeiros. No que respeita ao niimero de
vesiculas pinocitéticas lisas, registei, pelo contrario, um maior
niimero destes organitos mos grupos primeiramente sujeitos
a4 accido do aldeido do que nos submetidos previamente ao
6smio, embora as diferencas fossem muito pequenas. Nio
encontrei explicacio para este facto.

Do mesmo modo que para as vesiculas revestidas, a
duracio da imersio no fixador e o seu pH ndo influiram
no nlimero de vesiculas pinocitéticas.

O maior niimero de vesiculas pinocitéticas que se apre-
senta quando se usa o 6smio como primeiro fixador deve-se
exclusivamente ao maior nimero de wvesiculas pinocitéticas
revestidas que nessas circunstancias se visualizam, dado que
as vesiculas pinocitéticas lisas inclusivamente diminuem. Este
facto explica que as correlagdes encontradas entre o niimero
de vesiculas sinipticas revestidas e o nimero total de wvesi-
culas pinocitéticas, seja menos marcada que a existente
entre o daquelas e o de vesiculas pinocitéticas revestidas.

0s resultados que obtive ndo so de facil explicacdo.
Acredito, com CASLEY-SMITH e CLARK ('72) que o tempo
decorrido entre o inicio da fixacdo e a interrupgio da activi-
dade da membrana, contribua decisivamente para o nimero
de vesiculas pinocitéticas visualizadas. Quero com isto dizer
que este maior nlimero de vesiculas pinocitéticas ndo devera
resultar duma acgdo do Osmio como estimulante da mem-
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brana. Penso antes, que o numero diferente de wvesiculas
pinocitéticas observadas, deveri estar directamente relacio-
nado com o facto do plasmolema continuar osmoticamente
activo apds o tratamento com os aldeidos (BONE e DENTON, '72)
@ tal nio acontecer apds o uso do 6smio.

Do ponto de vista meramente mecénico, € de recordar
que a rede citoplasmatica se insere no plasmolema do ter-
minal. Pode-se admitir, assim, que as alteracdoes moleculares
produzidas mna referida rede pelos agentes fixadores deter-
minem fenémencs de repuxamento da membrana mais mar-
cados com o dsmio do que com aldeido e seja esse também
um factor a considerar na visualizacio de um nimero dife-
rente de vesiculas, consoante a técnica utilizada.

O estudo da sinaptogénese contribui decisivamente para
os progresso conseguidos nos ultimos anos na interpretacgio
dos mecanismos de funcionamento do terminal nervoso,
nomeadamente no que respeita ao estabelecimento de cor-
relacbes entre o desenvolvimento morfolégico das sinapses
@ o comego da sua actividade funcional (AGHAJANIAN e
BLooM, ’67, LARRAMENDI '69, MELLER e GLEES, '69, MUGNAINI
‘69, VERBITSKAYA ’69, WOODWARD et al., '69, BLOOM '72, entre
inimeros outros).

Parece haver unanimidade de pontos de vista quanto
ao facto dos complexos sindpticos derivarem de primitivas
placas de adesdo, tipo desmosoma. No entanto, ndo se chegou
a acordo sobre se os referidos desmosomas precedem ou nao
o aparecimento das vesiculas sinapticas. Com efeito, autores
como GLEES e SHEPPARD ('64), HAMORI e D’IACHKOVA ('64),
WECHSLER (’66) e LARRAMENDI ('69) defendem o apareci-
mento em primeiro lugar das placas de adesfo, ao passo
que as observacoes de SHEFIELD e FISCHMAN (’70), conduziram
a conclusido inversa: a precedéncia das vesiculas sinipticas.
Sendo o objectivo principal deste sub-capitulo do meu tra-
balho o estudo da ontogénese da rede -citoplasmatica,
julgo todavia poder dar uma contribuicdo pessoal para o
conhecimento da origem da sinapse, uma vez que nas minhas
observacoes, confirmando em absoluto as conclusdes de
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BODIAN et al. ('68), ndo verifiquei qualgquer das duas pos-
sibilidades apontadas, mas sim uma terceira: a simultanei-
dade no aparecimento das placas de adesdo e das vesiculas
sinapticas.

Pelo que respeita ao estudo do desenvolvimento da rede
citoplasmatica, tanto quanto pude averiguar, nada encontrei,
praticamente, na literatura. Registo apenas a referéncia de
JONES et al. ('7T4), os quais na legenda de uma figura dizem
50 terem observado rede citoplasmética nos terminais nervosos
a partir do 11.° dia de vida extra-uterina. Como se viu, os
meus resultados ndo confirmam este facto, mas trata-se no
entanto de uma rara referéncia a ontogenia da rede cito-
plasméatica que se deve registar. £ provavel, contudo, que
os referidos autores nfo tivessem entrado em conta com o
tipo cordado de rede mas apenas com os difuso e poligonal,
estes sim, s6 visualizaveis a partir do 10.° dia.

Poucas sdo também as publicacées cujos autores se
detenham mno estudo do desenvolvimento das densidades pré-
-sinapticas. Ora, reputamo-lo de grande importincia dadas as
provéveis relacgoes de tais densidades com a rede citoplasmatica.
Para além do referido trabalho de JONES(’T4), apenas encontrei
0s de AGHAJANIAN e BLOOM (’67) e o de ALLEY (’73). Nio
ha praticamente divergéncias entre estes autores quanto ao
tipo de desenvolvimento das projeccdes densas. formando-se,
segundo eles, a partir de condensacGes de material citoplas-
matico indiferenciado, que ladeiam as placas de adesdo
'(desmosomas); posteriormente as projeccoes densas adqui-
rem de modo progressivo os seus caracteristicos perfis trian-
gulares. As minhas observagdes corroboram tudo isto.
E curioso realcar que, tal como JONES ('74), registei marcadas
diferengas na densidade do material pré e pés-siniptico. As
imagens apresentadas por ALLEY (’73), dos terminais do
nicleo mesencefalico do trigémio do Rato, mostram aspectos
da rede citoplasmatica, muito semelhantes aos por mim
observados no cerebelo da mesma espécie.

A anilise do desenvolvimento ontogenético da rede
citoplasmatica, permite estabelecer uma sequéncia de apa-
recimento dos seus diversos aspectos morfolégicos. Uma

A

estrutura comparavel morfologicamente a rede citoplasmética
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do adulto, observa-se apenas pelo 18.° dia de gestagdo: rede
com aspecto cordado, de progressiva exuberfincia, em conti-
nuidade com o material citoplasmatico que ladeia os des-
mosomas ¢ irradiando a partir do referido material, quer
do lado do terminal nervoso, quer do lado do dendrito (ou
do corpo celular). Nesta altura torna-se notoria nos terminais
a existéncia de grande ntmero de microtubulos dotados de
relages intimas e frequentes com a rede citoplasmatica. As
densidades pré-sinapticas desenvolvem-se entdo a partir do
material citoplasmatico que ladeia as placas de adeséo,
adquirindo, nalguns casos, aspectos semelhantes aos dos reti-
culossomas. E de salientar que o tipo cordado da rede cito-
plasmatica se mantém até ao 10.° dia de wvida extra-uterina
seja qual for o método de fixacdo usado. S6 a partir de
entdo se mostram os tipos poligonal e difuso sem davida
os mais vezes observados no adulto. A medida que se caminha
para a vida adulta, nota-se franca reducio do niamero de
estruturas microtubulares.

As vesiculas revestidas e os reticulossomas sé sdo iden-
tificaveis a partir deste 10.° dia, ao contririo do wverificado
com as vesiculas pinocitoticas ndo revestidas ja antes pre-
gentes. Tudo isto leva a pensar que o aparecimento das
vesiculas revestidas e dos reticulossomas devera estar rela-
cionado, de algum modo, com algo que se passa no terminal
por volta desse 10.° dia e que jA havia facultado o apare-
cimento nessa altura de tipos diferentes da rede citoplasma-
tica. A sequéncia de aparecimento das vesiculas pinocitoticas
e 'das vesiculas revestidas ndo se coaduna com a hipbtese
de KANASEKI ¢ KADOTA '("69) quanto & origem das vesiculas
revestidas. Basta atentar no longo espaco que medeia entre
0 aparecimento de umas e outras, pouco compativel com a
yualidade de comparticipantes nos mecanismos de formacio
vesicular. A luz do postulado por BRAY ('74) e por SCHMIT e
DAawsoN ('61), os diversos aspectos morfologicos assumidos
pela rede citoplasmética no decurso do seu desenvolvimento,
deverao traduzir profundas transformacdes moleculares pro-
teicas ocorridas «in vivo». Abona esta perspectiva o facto de
0s microtubulos, constituidos por uma proteina quimicamente
‘identificada, a tubulina (FEIT et al. 'T1), praticamente desa-
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pareceram com a maturacio do terminal, enquanto os envé-
lucros das vesiculas revestidas e dos reticulossomas, formados
por outra proteina também ji devidamente estudada, a
«clathrins (PEARSE et al., '75 e '76), adquirem importincia
a partir do 10.° dia. Se se tiver em conta que a maturidade
funcional de um terminal nervoso da camada granulosa do
cerebello, se atinge pelo 15.° dia (BLooM, '72), ndo € desca-
bido admitir-se a prioridade da «maturagao moleculars dos
terminais sobre a demarcacdo morfologica das zonas de
contacto e a existéncia de nilimero elevado de wvesiculas
sinapticas para que se torne possivel a transmissio quimica.
E pois de admitir que o aparecimento mo meio molecular
dos terminais de determinadas proteinas (quicA a actina e
a miosina) seja indispensavel para o arranjo funcional destas
estruturas.

Procurei valorizar os diversos aspectos morfolégicos da
rede citoplasméatica dos terminais nervosos, no decurso do
desenvolvimento ontogenético, interpretando-os como conse-
quéncia de transformacdes moleculares ai operadas. Impunha-se
esclarecer estes aspectos do ponto de vista da filogénese.
Tanto quanto pude averiguar, todas as observagOes referentes
4 rede citoplasmética, com excepcio do trabalho de JONES (’70),
efectuado nos sinaptosomas dos ginglios cercbrbides do
Octopus, foram realizadas no Rato. Por tudo isto, procedi a
um estudo, ainda que incompleto, da rede citoplasméatica ao
longo da escala zoologica.

Considerei fundamental, nesta parte do meu trabalho,
o cuidado de manter constante a técnica de fixaglo para as
diversas espécies estudadas. Por outro lado, tive sempre
presente a grande probabilidade de as diferencas técnicas na
obtencio do material nervoso consoante os animais, tradu-
zidos por tempos também diversos, de espécie para espécie,
entre a colheita e o inicio da fixacldo, condicionarem o
aparecimento de imagens de qualidade inferior, dificultando
a analise global dos resultados.

Pude verificar que os aspectos da rede citoplasmética
dos terminais do Rato descritos por GRAY sdo, em grande
parte, sobreponiveis aos encontrados nos terminais dos géin-
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glios cerebréides do Caranguejo e do Lagostim. Os espacos
deixados livres pelos organitos dos terminais, sio, como nos
Vertebrados, ocupados por material citoplasmético, morfolo-
gicamente indefinivel, em tudo semelhante & forma difusa
da rede citoplasmatica neles descrita. Havia, contudo, nos
Invertebrados, particularidades morfolégicas dignas de
mengao.

Refiro-me em primeiro lugar, as relagoes da rede cito-
plasmatica com os complexos sinapticos que especialmente
estudei. SANDEMAN ('7T1 e '73) descrevera nos ganglios cere-
broides do Lagostim dois tipos morfologicos de sinapse. Um,
muito semelhante ao encontrado nos Vertebrados de sangue
quente, caracteriza-se por praticamente ndo possuir densi-
dades pré-sinipticas. A sua identificagio é possivel pela pre-
senca, embora pouco evidente, das fendas sinédpticas e de den-
sidades poés-sinapticas, reforcada pelo reconhecimento de
aglomerados vesiculares pré-sinapticos. Por minha parte, pude
verificar que a rede citoplasmaética, na auséncia de projeccoes
densas, se insere na membrana pré-siniptica de modo idéntico
ao que sucede no restante plasmolema nio activo. No segundo
tipo descrito por SANDEMAN e também por mim identificado,
existe um aparelho para-sinaptico peculiar, isto &, uma barra
paralela & membrana pré-siniptica e com densidade electrs-
nica semelhante & <das projecgbes demsas dos Vertebrados.
Verifiquei, nestes casos, flagrante continuidade do material
que constitui a barra pré-siniptica, com a rede citoplasmatica
envolvente tal como acontece com as referidas projecgdes
densas.

Nos terminais nervosos destes Invertebrados existem
abundantes grios de glicogénio sistematicamente rodeados
por uma zona clara aparentemente vazia, em tudo semelhante
aquelas que circundam as vesiculag revestidas. PEARSE (60)
e CZARNECKI (’69) pensam que o glicogénio ndo é removido
pelos processos de fixacdo, por se combinar com as proteinas.
Sendo assim, € legitimo aventar-se que as zonas que os
envolvem resultem deste processo. Diferente seri a génese
dos halos que cercam as vesiculas revestidas: segundo penso
e ja expus, resultariam 'da deslocacido e condensacio artefac-
tual do material proteico peri-vesicular.
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Nos terminais nervosos dog Invertebrados s6 muito rara-
mente observei vesiculas sinapticas revestidas, reticulossomas
e vesiculas pinocitéticas revestidas. Mais um argumento contra
o postulado por KANASEKI e KADOTA (’69): se as vesiculas
revestidas fossem precursoras das vesiculas sinapticas seria
de esperar a sua presenca em niumero substancial nos refe-
ridos terminais.

Pelo contrario, nas espécies estudadas, sdo muito nume-
rosos os microtubulos nos terminais. Estes organitos apre-
sentam muito frequentemente relagbes intimag com os
delicados filamentos da rede citoplasmatica, de modo muito
idéntico ao referido por METUZALS (’69), SMITH et al. (’70)
e FERNANDEZ et al. ('71), ndo tendo observado as associagoes
microtubulos-vesiculas sinapticas, descritas por SMITH (’71)
e GraY (75 b e ’76).

Sdo dignos de referéncia os resultados obtidos com o
E-PTA nestes animais. Assim o aspecto da rede citoplas-
méatica é muito menos nitido que nos Vertebrados e, ao
contrario do que nestes sucede, visualizam-se, nos terminais,
por contraste negativo, as estruturas membranosas.

O facto de nos Invertebrados estudados existir siste-
maticamente uma rede citoplasmatica do tipo difuso, inde-
pentemente do método de fixacdo usado, aliado & inexisténcia
pratica de vesiculas revestidas e de reticulossomas mnos ter-
minais nervosos dessas espécies, as particularidades estru-
turais mnelas descritas dos aparelhos para-sinapticos, &
presenca de grande nimero de microtublos ‘e as reaccoes
peculiares ao Acido fosfotingstico, deverid ser o resultado de
marcadas diferencas de constituicdo proteica dos terminais
entre Vertebrados e Invertebrados.

Os estudos efectuados no cerebelo do peixe Carassius
auratus ¢ da Ra (Rana pipiens) ndo mogtraram diferencas
sensiveis no que respeita aos aspectos morfolégicos dos
terminais. Ao contrario do verificado nos Invertebrados, pude
identificar nestas espécies todos os tipos de rede citoplas-
matica descritos por GRAY e a sua continuidade, mais evidente
do que nos Invertebrados, com as projeccOes densas. Estas,
a0 que me pareceu, presentes em menor numero e com
menores dimensdes do que nos Vertebrados superiores.
Afinal, aspectos em certa medida semelhantes aos descritos
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por ALLEY ('73) e AGHAJANIAN e BLoOM (’67) mas primeiras
fases da sinaptogénese do Rato. No entanto, sem um estudo
quantitativo destas estruturas julgo necessaria toda a pru-
déncia ma valorizacdo dos factos apontados.

Encontrei nestas espécies vesiculas revestidas, reticulos-
somas e vesiculas pinocitéticas revestidas em maior nimero
que nos terminais dos Invertebrados, embora francamente
menor do que nos Vertebrados de sangue quente. A observa-
¢ao cuidadosa destes organitos permitiu facil identificagio
dos hexagonos e pentagonos que integram os respectivos
envolucros, com aspecto muito semelhante ao verificado em
espécies filogeneticamente superiores, € em contraste com os
perfis pouco claros dos envoélucros de tais formacOes nos
Invertebrados.

Também encontrei microtubulos nos terminais do peixe
¢ da rd, embora em nimero inferior ao observado nos Inver-
tebrados. Curiosas continuam as relagoes destes organitos
com a rede citoplasmatica, a corroborar quanto atras expus
a tal respeito. Todavia ndo pude confirmar as recentes
observacoes de GRAY ('76 a, b) respeitantes aos microtubulos
dos terminais do Rato. Nomeadamente as suas relagdes com
as vesiculas sinapticas. Observei também, com frequéncia,
nestas duas espécies, griaog de glicogénio rodeados igualmente
por uma zona clara e as vezes em tal abundincia que cheguei
a duvidar da sua natureza. Porém, as provas de digestdo
enzimatica (COIMBRA '67) ndo deixaram Ilugar a davidas.

Pelo gque respeita a rede citoplasmética no Pombo, no
Rato e mo Homem, ndo encontrei diferencas em relacdo as
clescricbes de GRAY (’72, T3 e '75) com base em material
colhido no Rato. Apresentou-se sistematicamente como uma
estrutura néo microtubular nem microfilamentosa a ocupar
os espagos deixados wvazios pelos organitos dos terminais,
inserindo-se no plasmolema e em continuidade com as pro-
jeccoes densas dos complexos sinipticos.

Por titimo, saliento que a pré-narcose, as drogas anes-
tésicas e a metodologia necessariamente diferente seguida
para a colheita do material, ndo condicionou modificacodes
aparentes da rede citoplasmatica humana.
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DISCUSSAO GERAL



A pesquisa, obtengdo e interpretacio dos factos que
cientificamente explicam as profundas diferencas comporta-
mentais existentes entre o Homem e as outras espécies, como
consequéncia do notavel aperfeicoamento do Sistema Nervoso,
constitui niio s6 poderoso estimulo para o avanco do conhe-
cimento mneuroldgico, como provavel ponto de partida de
aplicagbes a4 pratica médica.

O problema da Evolucdo Filogenética em geral e a
do Sistema Nervoso em particular sempre me apaixonou. No
entanto, tive permanentemente presentes no meu espirito as
limitadas possibilidades de se contribuir exclusivamente pelo
lado da Amatomia para um melhor esclarecimento dos pro-
cessos filogenéticos do Sistema Nervoso, por saber que grande
parte dos segredos que o tem mantido como uma estrutura
sinda em pgrande parte desconhecida mio poderdo ser des-
vendados apenas pelos progressos da morfologia e da propria
fisiologia, e portanto sem o contributo de outras ciéncias
como a bioquimica, a farmacologia, ete.

Mesmo prevendo a modéstia dos resultados das pes-
quisas a empreender, achei util abordar os problemas em
estudo sob um aspecto comparativo. Para tal, trabalhei num
sector relativamente bem conhecido, o cerebelo, e lancei mao,
como metodologia experimental, das linhas de analise neuro-
logica recentemente formuladas por CRAGG ('74), mo seu
conceito de Plasticidade Sinaptica.

A anilise mesmo que sumaéria, das fungdes desempe-
rhadas pela cerebelo ao longo da escala zoolégica mostra que
sdo profundissimas as diferencas existentes entre o Homem
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¢ as outras espécies, bastando para tal pensar na coordenacio
fina dos movimentos e na regulacdo do equilibrio postural.
Por outro lado, o cerebelo apresenta uma organizacio histo-
logica geral que pouquissimas alteracbes sofre no decurso da
filogénese a partir dos Cicléstomos, classe em que pela pri-
meira vez aparece. Neste aspecto € flagrante a diferenca com
o verificado ao nivel do coértex cerebral, onde ao longo da
evolucdo se marca todo um complexo processo de diferenciagio
morfolégica. Vimos ja, na introducio ao primeiro capi-
tulo, que apenas até aos Reépteis se detectam modificacoes
morfologicas substanciais no decurso da evolucio filogenética
do cerebelo. Com efeito, nas Aves, nos Mamiferos e no Homem
a sua organizagio histolégica ¢é extraordinariamente seme-
lhante, mesmo quando analisada a nivel ultrastrutural.

Apesar disto ser aparentemente incontroverso, nio acre-
dito que as profundas diferencas funcionais existentes por
exemplo entre o cerebelo das Aves e o do Homem, nio tenham
um substrato morfolégico ainda que meramente quantitativo.
Com CRAGG (’74), penso que as diferencas a nivel siniptico
serao as mais importantes como substracto da wvalorizagio
funcional do o6rgao. Nesta perspectiva, resolvi prestar par-
ticular atencdo as sinapses dos terminais musgosos, atendendo
a que, dos dois sistemas aferentes cerebelosos, o sistema
musgose € o que mais acentuadamente se diferencia no
decurso da filogénese (LLINAS' 69). 2

Torna-se por demais evidente, que o estudo dos con-
tactos nervosos entre os terminais musgosos e os dendritos
das células granulosas, nio permite estender as conclusdes
tiradas a todas as outras sinapses cerebelosas. Penso apenas
que, com este trabalho, contribuo, se hem que modestamente,
e sob um prisma morfolégico algo diverso do habitual, para
o estudo do primeiro degrau do circuito cerebeloso.

O conhecimento da plasticidade das sinapses, funda-
mental para a obtencdo de uma interpretacio mais perfeita
da sua actividade depende, segundo CRAGG (’7T4), da andlise
de dois pardmetros. Dum lado, da perspectivacio estereolégica
do terminal nervoso no mneurdpilo, de que é elemento cons-
tituinte, através do estudo dos respectivos volume e superficie,
do mimero de zonas activas e suas dimensotes. Do outro,
do conhecimento pormenorizado do contetido do terminal
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nervoso, nao s6 do ponto de wvista quantitativo, mas também
através da valorizacio de aspectos meramente qualitativos.
Istes Gltimos, no seu conjunto, contribuem para a apreciagéo
daquile a que CRAGG chamou forga sinaptica. Foi por isso
que no primeiro capitulo deste trabalho, procedi ao estudo
tridimensional do terminal musgoso, bem como, por razdes
metodoldgicas, a analise quantitativa dos seus organitos, ao
passo que, no segundo, fixei a minha aten¢@o, nos aspectos
cualitativos.

O estudo morfométrico apresentado, da camada granu-
losa do cerebelo do Pomho, do Rato e do Homem, demonstra
(ue os terminais musgosos do Homem, ocupam menor volume
do que os do Pombo e os do Rato. Esta redugido volumétrica,
acompanha-se de aumento da respectiva superficie e da area
ocupada pelas zonas activas do plasmolema. Esta verdadeira
miniaturizacdo acompanha-se de uma orgamizagao progres-
sivamente mais complexa do neurdpilo cerecbeloso e, assim,
do préprio circuito cerebeloso, o que, por certo, terd impli-
cagdes de indole fisiologica.

Dir-se-ia, de acordo com a tendéncia observada ao longo
da evolucido zooldgica, que no Homem, sdo muito mais vastas
as possibilidades de articulacfio sinaptica dos terminais mus-
gosos com os elementos interneuronais e com os dendritos
das células granulosas, e isto com aprecidvel economia de
espaco. E de salientar, ainda, que estas profundas diferencas
estereologicas, ndo sdo acompanhadas de modificagGes para-
lelas no mimero de vesiculas sinipticas, mem tdo pouco de
provaveis divergéncias dos gastos energéticos, uma vez que
as mitoeéndrias nfdo apresentam diferencas morfometrica-
mente detectaveis. Os Unicos organitos em que verifiquei dife-
rencas quantitativas, entre o Homem e os dois outros Ver-
tebrados superiores estudados, foram as vesiculas revestidas.
Sem voltar a polémica levantada & volta da sua origem e
significado penso que estas diferencas quantitativas, sdo fruto
de modificacoes paralelas da rede citoplasmatica. Apoiam
este ponto de vista os resultados obtidos nos estudos quali-
tativos apresentados mo segundo capitulo do trabalho.

Vé-se pois, que na andlise estereoldogica do terminal se
lida com dados concretos. Infelizmente, tal nio acontece com
o estudo da chamada «forca siniptica». Para o seu conheci-
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mento, torna-se necessario lancar méao, para além das ciéncias
morfolégicas, doutras tdo diferentes como a bioquimica, a
biofisica, a neurofisiologia, etc. A dependéncia multifactorial
deste parimetro justifica o facto do segundo capitulo deste
trabalho, surgir aparentemente de maneira fragmentada. Com
efeito, tendo como denominador comum o estudo das estruturas
mais directamente ligadas aos processos dindmicos do terminal,
procedi em primeiro lugar, e dentro de cada uma das espécies
estudadas, 3 analise da actuacio dos diversos fixadores sobre
a rede citoplasmatica. De seguida, analisei por métodos quan-
titativos a accdo destes fixadores sobre as estruturas depen-
dentes da rede citoplasmatica e a ontogénese desta ultima.
Por 1ltimo, estudei a rede citoplasmatica ao longo da escala
zoologica, ‘tendo recorrido neste caso, ainda, a4 apreciacio
de terminais dos glnglios cerebroides de Invertebrados, com
a finalidade de aumentar as probabilidades de encontrar dife-
rencas que A partida julgava dificeis de evidenciar.

Este conjunto de pesquisas, levou-me a pensar que os
elementos constitutivos da rede citoplasmatica, nomeada-
mente as proteinas, para além de desempenharem papel,
provavelmente muito importante, nos processos dindmicos do
terminal, serdo quimicamente diferentes no decurso do desen-
volvimento  ontogenético e mnas diversas espécies ao longo
da escala zooldgica. Baseio-me mas diferencas morfoldgicas
detectiveis na rede citoplasmética, quer no decurso do
desenvolvimento ontogenético do Rato, quer nas varias espécies
de que lancei mao para o meu trabalho. De acordo com os
principios defendidos por BRAY (’74), SCHMIT ¢ DAWSON (’61)
e GRAY (’75), o estado fisico dos constituintes citoplasmé-
ticos celulares € profundamente abalado e modificado pelos
agentes fixadores, apresentando-se o material apés a fixacéo,
com aspectos bem diversos dos existentes «in wvivo». Penso
todavia que, a haver alteracbes dos constituintes proteicos dos
terminais, tém muito valor os aspectos morfolégicos dife-
rentes apresentados pela rede citoplasméatica e seus derivados,
caso se mantenham constantes as condicoes de fixacio. Nesta
perspectiva, os resultados obtidos quer do ponto de wvista onto-
genético, quer filogenético, apontam para a existéneia de
profundas diferencas moleculares, consoante o periodo de
desenvolvimento e as espécies estudadas.

142 —



Na diversidade das proteinas do saco terminal, poderdo
por seu turno, basear-se marcadas diferencas dindmicas da
sinapse. De resto, tem-se identificado ultimamente, nos ter-
minais mnervosos, proteinas com diferente constituicio ami-
noacida. Estdo neste caso a tubulina (FEIT et ai., '71), a
«clathryn» (PEARSE '76) e proteinas do tipo actina e miosina
(PUZKINS et al, '68). Ora, a haver diferencas proteicas,
elas poderdo residir em diferentes proporgtes entre estes e
outros elementos. Se nos lembrarmos da importincia dindmica
da actina e da miosina a nivel muscular, ndo ¢é dificil imaginar
a importancia do seu papel na cinética do terminal.

Em suma, defendo que os diversos aspectos arqui-
tecturais demonstrados nos terminais musgosos da camada
granulosa do cerebelo consocante as espécies e a existéneia
muito provavel de correlativas diferencas na sua constituicio
proteica devem estar ma base de boa parte das distintas
possibilidades funcionais do cerebelo do Homem, quando com-
paradas com a de outras espécies que estudei.

Sera cusado estender este conceito para os outros secto-
res do Sistema Nervoso Central?
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RESUMO E CONCLUSOES

Com vista a contribuir para o esclarecimento dos substratos
anatébmicos das profundas diferencas entre as fungbes cerebelosas hu-
manas e as dos restantes Vertebrados, procedi ao estudo ultrastrutural
clos terminais nervosos dos aferentes musgosos.

De acordo com a moderna metodologia sinaptolégica, recente-
mente sistematizada por CRAGG ('T4), estudei os referidos terminais,
comegando pela anélise morfométrica da sua organizacgdo arquitecténica
e dos respectivos organitos (Capitulo I). Em seguida, a minha atengéo
centrou-se na rede citoplasmatica e seus possiveis derivados (Capitulo II).

Com esta orientagdo, no primeiro capitulo exponho os resultados
dum estudo morfométrico sistematico dos terminais das fibras musgosas
da camada granulosa do cerebelo, em fragmentos colhidos no Homem,
no Rato e no Pombo e observados ultrasturalmente. Calculei assim o
wolume do neur6pilo e a densidade numérica dos grinulos e, ainda no
neurépilo, a densidade de volume e a densidade de superficie dos
ferminais musgosos bem como a razdo entre a superficie e o volume
destes terminais, a extensio média dos seus perfis sindpticos e a percen-
tagem da sua superficie ocupada por contactos sinapticos. Finalmente,
avaliei as densidades numéricas das vesiculas claras, das vesiculas reves-
tidas e das vesiculas escuras nos terminais musgosos, e ainda as densi-
dades de volume das mitocondrias e dos corpos multivesiculares e a
densidade de superficie do reticulo endoplismico liso dos mesmos
‘terminais.

Verifiquei em sintese, o seguinte:

1— O ntmero de granulos e o volume do neurépilo por unidade

de volume da camada granulosa do cerebelo sio semelhantes no Pombo,
no Rato e no Homem;

— 145



2 — 0 volume do neurédpilo ocupado pelos terminais das fibras
musgosas € menor no Homem do que no Pombo e no Rato;

3— A razio entre a superficie e o volume dos terminais mus-
gosos no Homem é maior do que no Pombo e no Rato;

4 — A superficie sindptica por unidade de volume do mneurdpilo
€ malor no Homem que no Pombo e no Rato. Do mesmo meodo, €
maior no Homem a percentagem da superficie do neurolema ocupada
por contactos sindpticos mos referidos terminais;

5 — HExiste uma forte correlagdo positiva, em todas as espécies
estudadas, entre o valor da superficie sindptica por unidade de volume
dos terminais e o da densidade numérica das vesiculas claras, o mesmo
nfo sucedendo com as duas restantes populagdes vesiculares;

6 — O nimero de vesiculas claras por sinapse é menor no Homem
do que no Rato e no Pombo;

7T-—0O numerc de vesiculas revestidas por unidade de A4rea é
menor no Homem, que no Pombo e no Rato;

8 — Nao existe correlacio entre os valores obtidos no estudo
das vesiculas claras e no das vesiculas revestidas com os referentes aos
restantes organitos dos terminais musgosos.

Para o estudo descrito no segundo capitulo, lancei méo de
material colhido nas espécies jai referidas, e também em fragmentos do
cerebelo da Ra e dum peixe (Carassius auratus, L.) e dos ganglios cere-
bréides do Caranguejo e do Lagostim de Agua doce.

‘Estudei em primeiro lugar, os diferentes aspectos morfolégicos
que a rede citoplasmadatica apresenta no Rato, com o uso de varios
métodos de fixagho. Procedi, ainda, no material recolhido da mesma
espécie, a um estudo quantitativo das vesiculas pinocitéticas (lisas e
revestidas), das vesiculas sindpticas revestidas e dos reticulossomas.
Por 1ltimo, centrei a minha atencdo nos aspectos onto e filogenético
da diferenciacfio da rede citoplasmitica.

Pude concluir:

9 — O tipo difuso de rede citoplasmética € o mais frequente
quando se usa como primeiro fixador o aldeido tamponado, ao passo
que os tipos poligonal e cordado, surgem de preferéncia, quando se
emprega como primeiro agente o 6smio, tamponado ou n&o, o que
correlaciono com a qualidade de fixacdo tecidular obtida (o tipo difuso
manifesta-se com as melhores fixacgdes).

10 — Comparando os valores obtidos tanto para as vesiculas
pinocitéticas, como para as vesiculas revestidas, como para os reticulos-
somas, no material em que se usou o aldeido como primeiro fixador
com os encontrados naquele em que o primeiro agente foi o 6smio,
dei conta de diferencas estatisticamente significativas. Encontrei sempre
valores mais elevados no Altimo caso.
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11 — No Rato a rede citoplasmatica, aparece pela primeira vez
no 18.° dia de gestacdo e com o aspecto cordado.

12 — Os aspectos difuso e poligonal bem como as vesiculas reves-
tidas e os reticulossomas s6 se mostram a partir do 10.° dia de vida
extra-uterina.

13 — Nos terminais nervosos do Caranguejo e do Lagostim, a
rede citoplasmética apresenta-se sempre com o tipo difuso, independente-
mente do método de fixagdo utilizado.

14 — Ag vesiculas pinocitéticas revestidas, as vesiculas sindpticas
revestidas e os reticulossomas s&o muito raros nestes Invertebrados,
ao contririo dos microtubulos e dos grios de glicogénio, presentes em
grande numero.

15 — Existem nos terminais dos Invertebrados estudados, dois
tipos morfologicamente diferentes de contactos sin4pticos, consoante
possuem ou nédo uma barra pré-sindptica.

16 — Observam-se nos terminais musgosos do peixe Carassius
auratus L. e da R&, além de abundantes grdos de glicogénio, os trés
tipos de rede citoplasmética, sendo no entanto raras as vesiculas pinoci-
toticas revestidas, as vesiculas sinapticas revestidas e os reticulossomas.

17 — Nio se envidenciaram diferencas qualitativas entre a rede
citoplasmética nos terminais musgosos do Homem, do Pombo e do Rato.
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RESUME ET CONCLUSIONS

J'al mené une étude ultrastructurelle des terminaux nerveux des
sfférents mousseux de 1'Homme et de quelques Vertebrés, avec I'objectif
e contribuer pour la connaissance des fondaments anatomigques des
differences assez profondes entre les fonctions cerebelleuses humaines
et celles des autres animaux de la méme classe.

Jrai étudié les terminaux mousseux selon la methodologie synapto-
logique moderne, recemment systematisée par CRAGG ('T4), en com-
mengant par l'analyse morphométrique de leur organization architecto-
nique et de leurs organites respectifs (Chapitre I). En suite, je me
suis attachée & I'étude du réseau cytoplasmatique et des structures qui
on pense en étre dérivées (Chapitre II).

Dans la prémiére partie, je décris les résultats d'une é&tude
morphométrique systématique des terminaux des fibres mousseuses de
la couche granulaire du cervelet, faite sur des fragments prélevés de
I'Homme, du Rat et du Pigeon et observés du point de vue wultras-
tructurel. J'ai eu ainsi la possibilité de connaitre le volume du neuropile
et, encore, dans le neuropile, la densité de volume et la densité de
suriface des temminaux mousseux et bien ainsi la rélation entre la
surface et le wvolume de ces terminaux, l'extension moyenne de leurs
profils synaptiques et le pourcentage de leur surface occupée par des
contacts synaptiques. Finalément, j'ai mensuré les densités numériques
des vésicules claires, des vésicules revétues («coated vesicles») et des
vésicles de centre noir dans les terminaux mousseux et encore les
densités de volume des mitochondries et des wcorps multivesiculaires et
la densité de surface du réticule endoplasmique lisse de ces mémes
terminaux.
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Résumant j’ai verifié le suivant:

1 —Le nombre des grains et le volume du neuropile par unité
de volume de la couche granulaire du cervelet ne different pas chez
le Pigeon, chez le Rat ou chez I'Homme.

2 — Le volume du neuropile occupé par les terminaux des fibres
mousseuses est plus petit chez I'Homme que chez le Pigeon et chez
le Rat.

3 —La raison entre la surface et le volume des terminaux
mousseux chez 1'Homme est plus grande que chez le Pigeon et
chez le Rat.

4 — La surface synaptique par unité de volume du neuropile est
plus grande chez I'Homme que chez le Pigeon et chez le Rat. Egale-
ment, le pourcentage de la surface du neurolemme occupée par des
contacts synaptiques dans les terminaux mousseux, est plus grande
chez I"'Homme.

5—11 y a une forte corrélation positive, dans les trois espéces
étudiées, entre la surface synaptique par unité de volume des terminaux
et celle de la densité numérique des vésicules claires. On ne vérifie
pas de fait semblable avec les deux autres populations vésiculaires.

6 — Le nomhbre de vésicules claires par synapse est plus petit
chez 'Homme, que chez le Pigeon et chez le Rat.

7 —TLe nombre des vésicules revétues par unité de surface est plus
petit chez I"'Homme, que chez le Pigeon et chez le Rat.

8—1T1 n'y a pas de correlation entre les chiffres obtenues dans
1"étude des vésicules claires et des vésicules revétues et ceux qui con-
cernent les autres organites des terminaux mousseux.

Pour I'étude décrit dans la deuxiéme partie, je me suis servi
de materiaux prélevés des trois espéces mentionnées et encore de
fragments du cervelet de 1a Grenouille et d'un poisson (Carassius auratus)
et des ganglions cerebroides du Crabe e de la Langoustine d’eau douce.

Jai étudié d'abord les divers aspects morphologiques présentés
chez le Rat par le réseau cytoplasmatique selon l'emploi de differents
méthodes de fixation. J'ai entrepris encore sur le materiel prélevé de
la méme espéce une étude quantitative des vésicules pinocit6tiques
(lisses et revétues), des vésicules synaptiques revétues et des reticulos-
sommes, Finalément, je me suis penché sur des aspects onto e filo-
genetiques de la differentiation du réseau cytoplasmatique.

J’ai été porté aux conclusions suivantes:

9 —Le type diffus du réseau cytoplasmatique est le plus fréquent
quand on emploie Yaldehyde tamponée comme premier fixateur, tandis
que les types poligonal et cordelé, se montrent de préference guand
on emploie comme premier agent I'osmium tamponée ou pas tamponée,
fait que je pense étre en rapport avec la qualité de la fixation obtenue
(le type diffus se manifeste avec les meilleurs fixations).
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10 — En comparant les chiffres obtenues dans le materiel soumis
& l'aldehyde comme premier fixateur avec ceux rencontrés quand on
emploie d'abord l’osmium, seit pour les vésicules pinocytotiques, soit
pour les vesicules revétues, soit pour les reticulossomes, j'ai wverifié
de differences statistiquement significatives. J'ai trouvé toujours de
valeurs plus hautes dans le dernier cas.

11 — Chez le Rat, le réseau cytoplasmatique se montre par la
premiére fois au 18." jour de gestation e avec l'aspect cordelé.

12 —Les aspects diffus et poligonal et bien aussi les vésicules
revétues et leg reticulossommes se montrent plus tard, aprés le 10.° jour
de vie extra-utérine.

13 — Dans les terminaux nerveux du Crabe et de la Langoustine
le réseau cytoplasmatique se présente toujours selon le type diffus,
independemment de la méthode de fixation utilisée.

14 — Les vésicules pinocytotiques revétues, les vesicules symapti-
ques revétues et les réticulossommes sont trés rares chez les Invertébrés,
au contraire des microtubules et des grains de glycogéne, ceux-ci présents
en grand nombre,

15— On rencontre dans les terminaux des Invertébrés étudiés
deux types morphologiquement differents de contacts synaptiques, selon
ils possédent ou ils ne possddent pas une barre pré-synaptique.

16 — On observe dans les terminaux mousseux du poisson Caras-
sius auratus et de la Grenouille, au delda de trés nombreux grains de
glycogéne, les trois types de réseau cytoplasmatique, les vésicules
pinocytotiques revétues, les vésicules synaptiques revétues et les reti-

«zulossommes, en étant néamoins rares.

17T —On a pas trouvé de differences qualitatives entre le réseau
cytoplasmatigue dans les terminaux mousseux de I'Homme, du Pigeon
et du Rat.
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SUMMARY

Mossy fiber endings were studied according to the recent synaptolo-
gical analytic methods advanced by CRAGG ('7T4) in an attempt to
demonstrate whether or not the differences in cerebellar functions
hetween Man and other species have a morphological counterpart.

Using morphometric methods, I studied the arquitectural orga-
nization of these endings in the granular layer of the cerebellum of
Man, Rat and Pigeon. Furthermore, a quantitative study of their orga-
nelles was performed. Special attention was paid to the cytoplasmic
net of these terminals under different experimental conditions.

In the first part of this work, 1 present the results obtained
from a morphometric study of the cerebellar mossy fiber endings of
Pigeon, Rat and Man. I calculated the volume of the granular layer
neuropile, the numerical density of granule cells, the volume density
and the surface density of the mossy fiber terminals, as well as the
ratio between the surface and the volume of these endings. Moreover
I determined the average length of their synaptic contacts and the
percentage of the surface of mossy fiber endings occupied by them.
The numerical densities of agranular wvesicles, coated wvesicles, dense
core vesicles, mitochondria and multivesicular bodies and the surface
density of the smooth endoplasmic reticulum within these terminals
was also evaluated.

I found that:

1 — There are no wignificant differences between the fraction
of volume of the neuropil and the number of granular cells per unit of
volume of granular layer in all three species.

2 —In Man, the volume of mossy fiber endings per umit volume
of neuropil is smaller than in the other two species.
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3 — The surface-to-volume ratio of mossy fiber endings in Man
is significantly greater than that of the Pigeon and of the Rat.

4 —1In spite of the smaller volume of mossy fiber endings in
Man, the total synaptic area per umit of volume of neuropil is larger
than that of the other two species, as well as the fraction of
neurolemma occupied by synaptic contacts and their overall length.

5 — There is a strong mpositive correlation in all the species
studied between the synaptic surface and the number of agranular
vesicles per unit volume of mossy fiber endings.

6 — The number of agranular vesicles per synapse was found
to be smaller in Man than in the Rat and in the Pigeon.

T — The numerical deusity of coated wvesicles, as well as their
percentage in relation to the total mumber of agranular vesicles per
unit area of the mossy fiber endings, is significantly smaller in Man,
than in the Pigeon and in the Rat.

8 — There is no correlation between agranular vesicles and other
organelles of mossy fiber endings.

In the second part of the work, I studied material from the
above species, as well as from the ceremellum of the frog and the fish
(Carassius auratus, L.) and from the cerebroid ganglia of the Crab
and the Crayfish.

I studied the effects on the cytoplasmic net of different methods
of fixation as well as the numerical variations of coated wvesicles,
pinocytotic vesicles and reticulosomes, which occur in these circums-
tances.

I found that:

9 — The diffuse type of cytoplasmic net appears when aldehydes
are used as first fixatives, while poligonal and stranded types are
more frequently observed when osmium is used as the first fixative.
A correlation between these morphological types of cytonet and the
general quality of the fixation was made.

10 — The mnumber of pinocytotic vesicles, coated wvesicles and
reticulosomes observed in Rat mossy fiber endings, is greater when
osmium is used as a first fixative.

11 — The cytoplasmic net of Rat terminals can be visualized from
the 18th day of pregnancy with a stranded type.

12 — Diffuse and poligonal types as well as coated vesicles and
reticulosomes were only recognized after the 10th day of extra-uterine life.

13 —In the terminals of the Crab and Crayfish cerebroid ganglia
cytoplasmic net always appear with the diffuse type, whichever
fixative used.
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14 — Pinocytotic vesicles, coated vesicles and reticulosomes are
scanty in the terminals of the above species, while microtubules and
glicogen granules are present in large quantities.

15 — Two morphologically different types of synaptic contact
zones can be identified in Crab and Crayfish terminails.

16 — The three types of cytoplasmic net can be observed in
the mossy fiber endings of the Frog and the Fish. However, pinocytotic
vesicles and reticulosomes are rarely seen, while glicogen granules are
abundant.

17 — Mo qualitative differences could be found between the cytoplas-
mic net of mossy fiber endings of Man, and those of the Pigeon and
the Rat.
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