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INTRODUCAD

A observacao de gue compliexos formados por sul
fomucopolissacarideos-proteinas contidos nos granulos dos mas
tocitos (UVNAS et al., 1970; BERGEBDORFF & UVNAS, 1972; 1973)
apresentavam a propriedade de ligar-se reversivelmente a ami-
nas biogenicas atraves de reacao de dupla troca entre estas e
cations contidos nc meio extracelular, estimulou a realizacao
de estudos, com a fTinalidade de verificar se esses complexos
tambem ocorreriam em vesiculas adrenéergicas.

Assim, FILLION et al. (1971), mediante isola-
mento por ultracentrifugacao das vesiculas adrenergicas da me
dula da adrenal de caes e gatos previamente injetados com en-
xofre radicativo (Na235504) e noradrenalina tritiada (SH-NA),
verificaram que a distribuicao da catecolamina e do sulfato
radicativo era muito semelhante, o que sugeria que essas duas
substancias estavam contidas num mesmo compartimento. A pre-
suncao, de que a radioatividade refletia a presenca de sulfo-
mucopolissacarideos, baseou-se na colorag¢ao pelo azul de al-
cian da fracao contendo aquelas vesiculas, comp tambem no pa-
ralelismo existente na distribuicao do enxofre radicativo e de
hexosamina dosada quimicamente. Alem disso, esses mesmos in-
vestigadores notaram que as vesiculas adrenergicas, da medula
adrenal de bovinos, continham tambem um complexo sulfomucopo-
lissacarideo-proteina que se cindia em dois componentes, uma
proteTna basica e um mucopolissacaridec sulfatado, tentativa-
mente identificado comc condroitin-sulfato.

Pouco mais tarde, estudos de wultracentrifuga-
cdo conjugados com cintilografia 1iquida e analises quimicas
realizadas por ABORG et al. (1972) em varios orgaos {coragao,
bago, nervos simpaticos abdominais, hipotalamo, hipofise e ce
rebro) de caes e gatos injetados com radiosulfato e noradrena
lina tritiada (SH-NA) e, em alguns casos, com 5-hidroxitripta
mina tritiada (3H—5HT), permitiram detectar a presenca do com
piexo sulfomucopolissacarideo-proteina nas fracoes contendo
vesjculas adrenergicas. Iguaimente verificaram que havia uma
intima correlacao entre a distribuic¢ao das aminas e do comple

x0. Baseado nesses e em seus proprios resultados, UVYNAS (1973)



postulou a hipotese de que o armazenamento e a liberacdo dos
transmissores quimicos ocorreriam em virtude de uma permuta-
cac entre as aminas ligadas ao complexo sulfomucopolissacars-
deo-proteina nas vesiculas contendo transmissores e os ions i
norganicos (K™, Na' e Ca®¥) presentes na fenda neuro-efetora.

Com o objetivo de caracterizar a natureza do
composto sulfatado, PYCOCK et al. (1975) analisaram sinaptos-
somos isolados por ultracentrifugacao diferencial de varias
regioes do SNC de ratos injetados a0 nascer com 6-h1dr0x1d0pg
mina (6-0HDO) e sacrificados, na idade adulta, 24 horas apos
injecao de sulfato radiocativo e incubados "in vitro" cam nora
drenalina tritiada. Mostraram que havia, como nos estudos an-
teriores, um padraoc de distribuicdc de 3H-NA e do 3%5  muito
semelhante. Baseados nesse fato e na similitude dos efeitos
produzidos pela 6-0H-D0 na incorporacao da 3H-NA e do 35S,bem
como na identificacac de condroitin e heparan sulfato nos si-
naptossomos, esses investigadores admitiram que os sulfomuco-
polissacarideos possivelmente funcionariam no armazenamento da
noradrenalina nas terminacoes adrenergicas. Estudos realtiza-
dos subsequentemente com a mesma finalidade (BLASCHKE et al.,
1976; BLASCHKE & UVNAS, 1979; 1979a; BLASCHKE, 1979) vrevela-
ram, invariavelmente, gque o material contendo enxofre radioa-
tivo presente nas vesiculas adrenergicas das terminacoes ner-
vosas estava correlacionado com sulfomucopoliissacarideos.

Como se nota, os trabathos acima referidos em
relag¢io aos compostos sulfatados contidos nas vesiculas adre-
nergicas, tem-se dirigido no sentido de se esclarecer princi-
palmente o seu significade funcional. No que se refere ao lo-
cal de sintese desses compostos, peio menos no sistema nervo-
so, nada existe de definitivo a nao ser suposigoes de que eles
sao formados em estruturas microssomicas e dal repidamente
transferidos para as organelas armazenadoras (BLASCHKE & UVNAS
197938} ou entao formados localmente nas extremidades axonais
atraves de estruturas microssomicas (BLASCHKE, 1879).

Estudos radicautograficos “"in vitro" {UZMAN et
al., 1973) e nossos resultados preliminares obtidos "in vivo"
(MUNHOZ, 1980) mostraram gue o corpo celular dos neuronios sim
paticos de camundongos incorporavam sulfato radioativo.

Assim sendo, baseados, primeiro, em evidencias
de que as vesiculas adrenergicas sao formadas no corpo celu-



lar (DAHLSTROM, 1965, 1969, 1971; MRAZ & KAPELLER, 1977; SCH-
WARTZ, 1980) e segundo, no fate de que a sulfatacao e um pro-
cesso que em alguns tipos de celulas Ssecretoras, ocorre ao ni
vel do Golgi (JENNINGS & FLOREY, 1956; GODMAN & LANE, 19645 LA
NE et al., 1964; BERG, 1970; BERG & YOUNG, 1971; YOUNG, 1973;
BERG & AUSTIN, 1976; REGGIDO & PALADE, 1978} pretendiamos en-
tac estudar atraves da radiocautografia, ao nivel do microsco-
pio Ooptico e eletronico, a natureza, local de biossintese e
destino do material marcado pelo enxofre radioativo contido
no corpe celular dos neurcnios. Porem, a radioautografia aoni
vel do microscopio eletronico ficou prejudicada, uma vez gue,
apesar da alta dose de Na235504 empregada, apos 15 meses de
exposi¢ac a reacao, notadamente noes intervalos curtos posinje
cao, foi praticamente nula. Portanto, por ora, apresentaremos
apenas os dados radioautograficos ao nivel do microscopio op-
tico junto com os dados histoquimicos para estudo de carboi-
dratos e lipideos, bem como a descricao ultraestrutural dos
ganglios, pois., sao escassos, no camundongo, os dados a res-
peito dessas estruturas na literatura (ANGELETTI et al., 1971;
YOKOTA & YAMAUCHI, 1§674).
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS:

Camundongos machos, adultos jovens, pesando em
torno de 25 g, alimentados com racao Purina e agua- "ad libi-
tum". 0 sacrificio foi precedide por anestesia com éter sulfg

rico.

MICROSCOPTIA OPTICA E ELETRONICA:

Cinco animais foram fixados por perfusao intra
cardiaca, durante 15 a 30 minutos, com uma solucdao de gluta-
raldeido a 2,5% em tampac fosfato pH 7,4 (KARLSSON & SCHULTZ,
1965). Dissecadas as cadeias ganglionares simpaticas elas fo-
ram removidas e imersas no mesmo fixador por mais duas horas
e seguidas de pos-fixacdo com tetroxido de osmio a 1% {em tam
pao fosfato, pH 7.,4) durante 1 hora. A desidratacao das pec¢as
foi realizada numa serie graduada de acetona (30%, 50%, 70%,
95% e acetona absoluta) e a infiltracao em misturas de aceto-
na-Epon 812 ou Araldite 525, & qual seguiu-se a inclusao em
um ou outro desses dois tipoes de resina, preparadas segundo
LUFT (1961). Cortes com aproximadamente 60-80 nm de espessura
foram coletados em telas de cobre com 300 mathas, contrasta-
dos com acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963)
observadas e fotografadas no microscopio EM-10 da Zeiss. Cor-
tes do mesmo material com 0,5 a 1 pm de espessura serviram pa

ra a descricao das estruturas ao Microscopio Gptico.

RADIOAUTOGRAFIA A0 MICRUOSCOPIO OPTICO:

Dez animais foram injetados, i.p. com enxofre
radioativo (Na235504), Tivre de carreador (I.E.A., Sao Paulo),
na dose de 150 uCi por grama de peso corporec. Transcorridos
15 minutos, 1, 6, 24 e 48 horas apds a injecdo, eles foram sa
crificados aos pares. A pele, cabega, membros e visceras fo-
ram removidas e ¢ restante do corpo mergulhado durante 18 a 24
h, em solugac de glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato de



Millonig em pH 7,4. Apos fixacao a cadeia ganglionar simpati-
ca toraco-lombar, de cada animal, foi removida, sob lupa este
reoscopica, e pos-fixadas, durante 1 h, em sclucdo de tetrﬁxE
do de osmio a 1%, preparado no mesmo tipo de tampao. A desi-
dratacao e a inclusao dos ganglios em Epon 812 ou Araldite 512
(LUFT, 1961) foi realizada segundc o mesmo procedimento acima
descrito. Lortes com 0,5 a 1 uym de espessura foram coletados
em laminas de vidro e radicautografados pela técnica do “"dip-
ping" (KOPRIWA & LEBLOND, 1962} usando-se emulsao liguida Kg
ou G, da Ilford. Apos exposigao, a 4°C, em caixas a prova de
luz, durante aproximadamente 30 dias, as laminas foram reveTE
das e fixadas (revelador D 19 b e fixador F-5 da Kodak) lava-
das em agua destilada e coradas em solucao de azul de toluidi
na a 1% em borato de sodio a 1%.

CONCENTRACAOQ DE GRADS DE PRATA:

A concentrac¢ao de grapos de prata vreduzida so-
bre o pericario das celulas ganglionares, nos varios interva-
los de tempo apos o© sacrificio dos animais, foi determinada a
pos contagem. Utilizou-se um dispositivo de camara clara con-
jugado a um microscopic., atraves do.qual, tracaram-se sobre
uma folha de papel os contornos do pericario e do nucleo, nu-
ma ampliacao final de 1.000 vezes. Para cada animal foram de
senhadas 20 celulas e registradas as quantidades de grdos de
prata reduzida sobre cada uma. Com um planimetro de ponta se-
ca determinou-se a area citoplasmatica de cada pericario e a
concentracao de gracs de prata foi expressa em numero de graos

por unidade de area.

HISTOQUIMICA DE POLISSACARIDE(QS:

Ganglics fixados, por imersao durante 24 horas,
ou por perfusao intracardiaca, com formol a 4%, formal calcio
de Baker ou ainda com glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato
pH 7,4, seguido de pas—fixécﬁo pelo tetroxido de osmio,no mes
mo tampao, por 1 hora, foram, apbs desidratacdo em alcocl ou



acetona, incluidos em metacrilato de metija pré-polimerizadoe
cortados com 1 ou 3 pm de espessura e coletados em laminas de
vidro. Alternativamente, ganglios fixados por imersao ou per-
fusao nesses mesmos fixadofes foram incluidos emgelatina (FEB
NANDES MORAN & FINEAN, 1957) ou Tissue TEK II {(Lab TEC Produc
ts Napervilie, I11., USA) e cortados com 6 a 8 um de espessu-
ra em criostato (Minotome, DAMON/IEC DIVISIQON}.

Para evidenciacao de grupos 1-2 inéo] 0S Ccor-
tes foram corados pelos seguintes metodos: acido pericdico -
reativo de Schiff (HOTCHKISS, 1948), acido periodico-metenami
na prata (RAMBOURG, 1967). Para a evidenciacao de grupos aci-
dos utilizaram-se as Ssequintes colora¢oes: azul .de toluidina
(0,01% ou 0,1%), em pH 2,2 (LISON, 1960), azul de alcian, pH
2,5 [(MOWRY, 1960), e do ferro coloidal em pH 2,5 (MOWRY |,
1958). Cortes tratados pela pepsina (QUINTARELLI, 1963; QUIN-
TARELLI et al., 1964) ou pelo acide nitrose (LILLIE, 1954) fgo
ram corados pelos metodos indicativos da presenga de grupos é
cidos.

Por outro lade, cortes de material colhido de
animais injetados com radiossulfato € incluidos em metacrila-
to foram, apos tratamento previo tanto pela pepsina como pela
hialuronidase testicular, radiocautografades de acorde com os
procedimentos descritos anteriormente.

HISTOQUIMICA DE LIPIDEOS:

Para evidenciacaoc de lipideos, cortes de mate-
rial fixado por perfusao ou imersac com feormol a 4%, formo]
calcio de Baker ou glutaraldeido a 2,5% pos-fixado pelo tetrg
xido de osmio, incluide em metacrilato, gelatina ou Tek, con
forme procedimentos ja referidos, foram corados pelo Sudan
Biack B {LISON, 1960), antes ou apos seu tratamento com a mis
tura cloroformio-metanol (2:1} a 609°C.

Alternativamente, de outros animais, os gan-
glios da cadeia do lado direito, foram removidos e tratados
sem previa fixacao com uma mistura de cloroformio-metanol (2:1)
a 609C, enguante os do lade esquerdo, foram alguns fixados 1i-
mediatamente em formol calcio a 60°C, outros mantidos em soro



fisiologico (temperatura de 60°C)} durante 1 hora. Subsequente
mente, 0Ss ganglios tratados pela mistura de solventes organi-
CoS e 0S mahtidos no sorg fisiologico, foram fixados como for
mol calcio de Baker ou com o glutaraldeide a 2,5%, seguido de
gsmificacao e incluidos em metacrilato de metila. Cortes de 1
um de espessura foram submetidos & rea¢do do acido periodico-
reativo de Schiff.,

Para verificar se o suifato radioativoc estava
contido em sulfolipides os ganglics de dois camundongos inje-
tados 6 h antes do sacrificio, com enxofre radicativo, via 1i.
p., na dose de 60 uCi por grama de peso corporal foram subme-
tidos aos mesmos tratamentos descritos no paragrafo anterior
e, em seguida, incluidos em Araldite 512, cortados com 1 umde
espessura e radiocautografados. A contagem dos graos de prata
sobre o pericario dos neuronios ganglionares foi realizada de
forma analoga aquela descrita noutra parte deste capituloe os
dados submetidos a analise estatistica empregando-se o teste

t de Student.
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RESULTADOS

A _ MICROSCOPIA OPTICA E ELETRONICA

Nos ganglios simpaticos do camundongo, observa
dos em cortes semifinos corados com azul de toluidina, os neu
ronics se destacam nitidamente dos outros componentes ganglio
nares pelo tamanho do seu corpo celular. Este ultime apresen-
tou forma variada: ovoide, piriforme ou piramidal (Figs. 1 e
2), contendo consideravel quantidade de substancia de Nissl na
forma de grumos grosseiros e ortocromaticos. Esses grumos es-
tao separados entre si por peguenas areas claras as quais nas
proximidades do nucleo apareceram como um halo claro perinu-
clear que corresponde a zona de Golgi. Os nucleos, grandes e
redondos, estao localizados na majoria das vezes em posicao
central ou ligeiramente excentrica, contendo no seu interior
cromatina frouxa onde se distinguem de um a tres nuciéolos es
féericos e intensamente corados.

Em ganglios fixados com o glutaraldeido a 2,5%
e pos-fixados com o tetroxido de osmio (Fig. 2), nota-se, no
pericario dos neuronios, a presenga de pequenos granulos esfe
ricos, intensamente basofilos gue aparecem, as vezes, acumuia
dos num dos polos do nucleo, outras vezes, distribuidos por to
da a superficie do citoplasma do corpo celular. Esses granu-
los raramente sao encontrados em material sem pos-fixa¢do pe-
1o osmio {Fig. 1).

Envolvendo o pericario encontra-se uma camada
de celulas satelites achatadas, que apresentam citoplasma es-
casso e um nucleo de cromatina densa, de forma ovoide ou fusi
forme, com seu Jongo eixo paralelo a superficie do corpo do
neuronio (Figs. 1e 23). No citoplasma dessas celulas  quando
pos-fixadas pelo osmio, encontram-se tambem granulagoes finas
e basofilas semelhantes aquelas descritas no corpocelular dos
neuronios (Fig. 2).

Além do pericario com suas celulas satélites o
restante do ganglio apresenta um tecido intersticial composto
de tecido conjuntive, bastante vascularizado, contendo fibro-



F165. 1 e 2 - Fotomicrografias de cortes com 1 um de espessurs de ganglio simpatico tora-
co-lombar, corados em Azul de Toluiding a 1% em borato de sodic a 1%.

2
a

.

Fl16. 1 - Ganglioc fixado com glutaraldeiro a 2,5%. A substadncia de Niss) (SN} aparece dis-
tribuidz difusamente por tode o pericario (P). 0 nuclee (N) & de cromating frou-
xa deixando bem evidentes um ou mais nucléolos (nu) esfericos e intensamente co-
rados. Ao redor do nucleo as areas incolores representam & imagem negativa do a-
parelhc de Galgi. Contigua aoc corpo celular do neuronio pode-se distinguir uma
célula satelite (cs). Vs = vasos, Tl = tecido intersticial. 1400X.

FIG, ¢ - Ganglio fixade pels sequéncie glutaraldeido-tetrdxido de osmic, A substancia de
Niss<l, em relacao & figura precedente, aparece corada ma1s palidamente. Granulos
intensamente corados (basofilos) i1ndicados pela setz menor aparecem, em alguns
neuronilos, distribuidos difusamente pelo citoplasms do pericario, em outras, lo-
calizados na regido proxima a um dos polos do nicleo. Granulos semelhantes apare
cem em células satélites (cabeca cs seta). P = pericdrio. N = niiclec. cp = cap)
lar. 1400%.
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blastos e celulas gliais que ndo puderam ser diferenciadas nes
se tipo de preparado. A superficie externa do ganglio esta re
vestida com uma delgada capsula de tecido conjuntivo.

Neunonios:

Nos neuronios, o niucleo aparece palidamente con
trastado, contendo cromatina frouxa que se distribui difusa-
mente pelo suco nuclear (Figs. 3 e 4). A carioteca, constitul
da de dupla membrana, apresenta-se, as vezes, ligeiramente on
dulada, outras vezes, regular. 0 nucleéolo, formado de massas
condensadas eietron-densas, destaca-se nitidamente no inte-
rior do nucieo (Fig. 11).

0 pericario dos neurgnios contém quase todos os
tipos de organelas onde se destaca, alem da substancia de
Nissl, composta de ribossomos livres e perfis do reticulo en-
doplasmatico.rugoso, a presenca de varios dictiossomos que
constituem o aparelho .de Golgi, distribuidos av redor do nu-
cleo (Figs. 3, 8 e 9).

Os ribossomos livres aparecem agrupados sob a
forma de poliribossemoes. As cisternas do reticulo endoplasma-
tico, contendo ribossomos aderidos na superficie externa, a-
presentam-se formando pilhas ou entdo dispersas na substancia
de Nissl sem nenhuma orientacdo especial (Fig. 4). As vezes,
particularmente numa de suas extremidades, estas cisternas a-
parecem livres de ribossomos (Fig. 4). Nesses casos, nao foi
raro observar-se a presenca de uma constricgaoc (Fig. 4) no 11
mite entre a porcac lisa e rugosa. No local da constriccao,pe
lo menos uma cisterna mostrou aparentemente conter uma fina
membrana separando-a em dois compartimentos, um rugoso e ou-
tro liso. Este Ultimo, pareceu estender-se na direcdo do sacu
1o da face de formacao do Golgi (Fig. 4). Na Tuz das cister-
nas, em ajgumas celulas, verificou-se a presenca de um mate-
rial com fraca densidade eletronica (Figs. 4, 5 e 8).

0 aparelho de Goigi & formado por uma série de
dictiossomos distribuidos ao redor do nucleo, cada um consti-
tuide de sacules achatados e empilhados. 0 numero de saculos
em cada pilha variou entre cinco e sete (Fig. 4). Em algumas
pilhas pode-se distinguir com clareza a face convexa (cis ou
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figuras de 3 & 26 sap micrografias eletronicas de ganglios simpaticos de camundongos, contrastados com a-

cetatu de uranila e :m'ato de chumbu

FIG.

. 3 - No corpo celular do neurdnio nota-se o nocleo {N) com cromatina frouxa & envoltorio ligeiramente ondulado.No
citoplasma destaca-se, além da grande quantidade de ribossemos € de perfis do reticule endoplasmtico rugoso,
a presence de varios dictiossomos do complexo de Golgi (G). Bem distintos no citoplasma aparecem ainda mui-
tos corpos densos (um grupo assinalado cd) & maioria dos quais se concentra na area perinuclear. No canto su
perior direito aparece pequena parte de outro pericariec, separado do anterior por um pe?Uenu espaco 1nterst1

cial. Ambos os neurdnins aparecem recobertos por delgados processos da celula satelite (setas). 9.500%.
Maior aumento da regian perinuclear do neyranio onde se distinguem varios dictiossonos do aparelho de Golgi
{6), formando, cada um, de cinco a sete saculos empilhados. Dais deles lassinalados por barraﬂ) assumem  em
conjunte o aspecto de taga. Na superiicie concava ou de maturacao encontram-se muitas vesiculas vazias. As
extremidades de alguns sacules apresentam-se dilatadas e, em suas adJ!:Enclls. encontram-se-vaciolos ovoides
(uu] ou tubu]ares ?seta maior). Corpusculos mu111ve51cu}ares {cmv) contendo material de baixa densidade ele
tronice sao vistos nes proximidades do Golgi. As cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (REr) aparecem
ou paralelas entre s5i formande uma pilha ou se distribuem sem nenhume orientacao. Algumas cisternas apresen-
tam uma de suas extremidades 1ivre de ribossomos (cabeca da seta). As vezes, numa dessas (entre setas na pi-
Tha marcada REr) parece existir uma membrana finissima separando a cisterna em dois compartimentos: um Tiso
e outro rugosp: o compartimento 1isc parece comunicar-se com a regiac do Golgi. m = mitocondrias. rb = pali
ribossomos. N = nicleo. 38.000X. i



formadora) e a convexa (trans ou de maturacao) (Fig. 4). Al-
guns saculos apresentaram suas extremidades dilatadas, forman
do expansoes globosas na adjacencia das quais observou-se a
presenca de vacuolos redondos ou cvoides de tamanho variavel
(Fig. 4). Nenhum material eletron-denso foi visualizado no in
terior dos saculos, das expansoes globosas ou dos vacuolos.

Atem dos vacuolos, foi comum observqr—se, nas
proximidades dos dictiossomos, a presenca de numerosas vesfcg
las com caracteristicas morfologicas variaveis., A maioria apre
sentou-se vazia ou agranular, revestidas, umas com membrana
do tipo liso outras do tipo encapado, localizadas quer junto a
face concava quer proximo das extremidades dos saculos (Figs.
5, 6, 7 e 9). Uma delas, no caso, do tipo encapado, apareceu
fusionada & membrana de um saculo aparentemente na face forma
dora do Golgi (Fig. 7). 0s outros dois tipos de vesiculas se
distinguiram das anteriores pela presen¢a de material denso no
seu interior. Um deles apresentou aspecto morfologico muito se
methante ao de uma vesicula do tipo encapado contendo no seu
interior material denso sem limites bem definidos (Fig. 5). 0
outro tipo, ao contraric, apresentou revestimento liso e no
seu interior um material denso com limites bem nitidos (Figs.
5, 6, 8 e 9).

Distribuidos nas proximidades do Golgi verifi-
caram-se, ainda, tubulos membrancsos com caracteristicas ul-
tra-estruturais variaveis. Uns apresentaram Tuz bastante am-
pla revestida por membrana de face Tisa (Fig. 6); outros ex-
tremidades dilatadas e membrana de aspecto ericado (Figs. 6 e
7); e outros ainda se caracterizam pela presenca, na sua iuz,
de uma matriz osmiofilica (Figs. 5, 8 e 9).

Dentre as demais organeias encontradas no perj
cario dos neuronics, os centriolos apareceram esporadicamente
(Fig. 6) enguanto as mitocondrias, os neurotubulos e os neuro
filamentos sao relativamente numerosos. As mitocondrias ten-
dem a se orgénizar em grupos (Figs. 3, 4 e 5) diStribquostaﬂ
to na zona perinuclear como pelo resto do citopiasma do corpo
celular. Suas caracteristicas ultra-estruturais nao parecem
diferir daquelas comumente encentradas nas mitocondrias da
maioria das celulas dos vertebrados. 0s neurotubulos e os neu

rofilamentos, tambem nac apresentaram nenhuma diferenca com a



FI1G. § - Regido perinuclear do neuronio ganglionar mostrando nas adjacéncias do Golgi (G) a presenca de vesiculas pe
quenas e grandes (area marcada com 1) proximo das guais se distingue um vaciolo de condensacdc (vc). Na re
giao indicada com asterisco existem pequenas vesjculas agranulares (seta horizontal) e um arupo de vesicu-
Jas maiores (seta vertical) contendo material de densidade eletronica moderada no seu interior. Observa-se
ainda a presenca de uma vesicula granular (vg) e tobulos (tbd) contendo material eleétron-densg no seu inte-
rigr. Corpes densos (cd) circundados por uma membrana (seta) sao tambem visiveis, As mitocondrias (m) apare

cem agrupadas. rb = poliribossomes. REr = reticulo endoplasmdtico rugoso. SN - substancia de Nissl. N = nu
clec. 30.000X.

Pericario do neuromio gangliomar, mostrando na regiao perinuclear a presenca de neurotubulos (nt), neurofi-
lamentos (nf), vesiculas granulares (vg), vesiculas encapadas (vel, um centriole, tubulos lisos (TB1) e tu-
bulos ericados (tbe). 51.000X.




queles encontrados em outros tipos de neuronjos.

Menos frequentemente foram observados, proxi-
mos & regidoc perinuclear dos neuronies, corpusculos que  por
conterem no seu interior material de aspecto vesicular ou gra
nular com densidade eletronica fraca e moderada (Fig. 4), fo-
ram interpretados como co}pﬁsculos multivesiculares,.

No pericario dos neuronios encontrou-se ainda
a presenca de numerosos coOrpos densos de tamanho e forma varia
veis, distribuidos tanto na regiao perinuclear como pelo res-
tante do citoplasma (Figs. 3, 4 e 5). Eles apresentam uma ma-
triz homogenea e bastante eletron-densa revestida por uma mem
brana (Fig. 5) nem sempre perceptivel. No seu interior apare-
cem, muitas vezes, associadas a sua matriz, inclusges lipidi-
cas (Fig. 9) caracterizadas por sua baixa densidade eletroni-

Ca.

Profongamentos Neurass:

Dendritos foram diferenciados dos axonios pela
presenca de ribossomos no citoplasma. Alem de ribossomos, neu
rotibulos, neurcofilamentos, vesiculas agranulares lisas e en-
capadas e algumas vesiculas granulares (Figs. 11, 12 e 13), ©
dendroplasma apresentou corpos densos volumosos (Figs.l2e 13)
com caracteristicas ultra-estruturais semelhantes as daqueles
descritos no pericario.

0s dendritos no seu trajeto estabelecem, as ve
zes, relacoes de contiguidade entre si, ficando separados por
um estreito espaco interdendritice (Fig. 11). Nesse caso, ob-
servou-se sobre as membranas plasmaticas que revestem a super
ficie dos dendritos voltadas para o0 espac¢o interdendritico, a
presenca de uma zona de condensacao de material eletron - den-
so, com caracteristicas ultra-estruturais semelhantes a uma
placa de insercdo ou de um contato sinaptico. Na regido do den
droplasma logo abaixo dessa zona nagc se viu em nenhum dos den
dritos qualquer estrutura semelhante a vesiculas do tipo adre
nergico ou colinergico. Por ocutro lado, na superficie dos den
dritos, voltada para o tecido intersticial, a membrana plasma
tica de um deles (o da esquerda na figura 11) estabelece con-



FIG.

FlG.

7 - Regiao perinuclear de um neuronio onde se observam 2 dictiossomos do compleso de Golgi

(6). No localicado mais perto do nicleo (N) aparece uma vesicula encapada (ve) fusicna
da com o saculo mais interno da face cis ou formadora do Golgi. Entre os dictiossomos,
observam-se numerosas vesiculas (setas) principaimente do tipo encapado. Aparecem ain-
da tubulos (tbe) com suas extremidades dilatadas e de aspecte ericado. nf = neurofila
mentos. 49.000X.

Reqgido do Golgi do neuronic ganglionar exibindo varias vesiculas granulares (vg). Alem
delas pode-se observar tambem a presenca de tabulos (tbd) contendo no seu interior ma-
teria)l de densidade eletronica semelhante ao das vesiculas granulares. 6 = Golgi. SN=
Substancia de Nissl. 50.000X.



FIG. 9 - Corpo celular do neuronio ganglionar onde se nota a presenca de
vesiculas granulares (vg) com diametro variavel localizadas nas
adjacencias do aparelho de Golgi, sendo que uma delas (apontada
pela cabeca da seta) aparece bem proximo da extremidade dilatada
de um saculo do Golgi. O corpusculo denso (cd) observado proximo
a mitocondria (m) contem inclusao lipidica (Lp) no seu interior.
As cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (REr) mostram no
seu interior material de baixa densidade eletronica. Neste local
os neurotubulos (nt) sdao mais abundantes do que os neurofilamen-
tos (nf). SN = Substancia de Nissl. 35.000X.



tato sinaptico com uma terminacdo colinergica, enquanto a do
outro (o da direita na figura 11), com uma estrutura cuja ha-
tureza nao pode ser precisada. Zonas de condensac§0 da membra
na plasmiatica, semelhantes 3 acima descrita, foram observadas
tambem entre um dendrito e um corpo celular (Fig. 13) e entre
este e um colateral dendritico (Fig. 14). Outras vezes, obser
varam-se dendritos emitindo prolongamentos secundérios curtos
(espiculas dendriticas) em sinapse com terminactes nervosas co
linérgicas pre-ganglionares.

Os prolongamentos dendriticos, a excecao das a
reas de contato sinaptico e do espa¢o interdendritice, apre-
sentaram-se revestides pelos prolongamentos das celulas saté-
lites (Figs. 10, 11 e 14).

O0s axonios apresentaram axoplasma, livre de ri
bossomos, onde se destacou a presencga de vesiculas granulares
e agranulares localizadas nas proximidades de neurotiUbulos lon
gos e enfileirados com seus eixos longitudinais paralelos ao
eixo axial do axonio (Fig. 23). Alem dessas organelas, notou-
se tambem a presenca de neurofilamentos e mitocondrias, estas
ultimas apresentando sua matriz bem mais densa do que aquelas
ohservadas no pericario. Envolvendo o axonio aparecem 0S pro-
longamentos das celulas de Schwann, cujo citoplasma apresen-
tou-se separado do colageno por uma lamina basal. A excegao
das por¢oes pre-terminais e terminais nao foi possivel a dis-
tincdo entre axonios pre e pos-ganglionares.

Celulasr Satelfites:

A celula satelite (Fig. 15) & formada por uma
porcac dilatada fusiforme - corpo celular - e por prolongamen
tos que emergem de seus polos. 0 corpo aloja-se numa depres-
sao do pericario do neuronio e fica separada deste ultimo por
um estreito espaco intercelular. Ele contem o nucleo de forma
ovoide ou fusiforme localizado nas proximidades de sua super-
ficie voltada para o tecido intersticial. 0 reticulo endoplas
matico rugosoc, oS ribossomos e as mitocondrias se concentram
principalmente nos pelos enguanto © apake1ho de Golgi locatli-
Zou-se na sua porcdo mais central, proximo ao nucleo. Nas ad-



FIG. 9 - Corpo celular do neuronio ganglionar onde se nota a presenca de
vesiculas granulares (vg) com diametro variavel localizadas nas
adjacencias do aparelho de Golgi, sendo que uma delas (apontada
pela cabeca da seta) aparece bem proximo da extremidade dilatada
de um saculo do Golgi. O corpusculo denso (cd) observado proximo
a mitocondria (m) contem inclusao lipidica (Lp) no seu interior.
As cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (REr) mostram no
seu interior material de baixa densidade eletronica. Neste local
os neurotubulos (nt) sao mais abundantes do que os neurofilamen-
tos (nf). SN = Substancia de Niss1. 35.000X.



FIG.

F16.

10 -

n -

Pericario e prolongamentos de dois neuronios ganglionares onde se pode observar o prolongamento (Pr) da ce
lula a esquerda estendendo-se em direcao ac prolongamento {Pr]} do neuronio 3 direita. 0Os corpos celulares
dos neuronios encontram-se separados por uma estreita porcao de tecido intersticial e cobertos por delga-
dissimos processos da célula satelites (setas paralelas). N = nuc1eo. nu = nucleolo. G = aparelhode Golgi.

SN = substancia de Nissl. ¢d = corpos densos. 7.700X.

A area demarcada pelo retangulo na figura precedente aparece nesta figura em maior aumento mostrando os de
talhes da porcac terminal dos dois prolongamentos neurais. 0 _prolongamento (Pr) do neuronio 2 esguerda da
figura precedente €& parte de um dendrito ?n} que na sua porcac terminal contrai sinapse (Sp)} com uma termi
nacao colinérgica (Tc), enquante na superficie interdendritica forma zonas de condensacao, tipo placa de
insercac (pi), com um prolongamento dendritico {D ) contiguo. A estrutura (¥) gue estabelece contacto com
o dendrito {Dz} naoc pode ser precisamente 1dent1f1cada Nenhum contato pode ser divisado nesta figura en-
tre os prolongamentos dendriticos dos neuronios vizinhos. Os prolongamentos, a excecao das areas de sinap-
;g :Dge contato, estao envolvidos pelos processos (Pcs) das celulas satélites. rb = poliribossomos.
s



FI16. 12 -

FIG.

13 -

p 1l -
et

0 prolongamento (D) além de ribossomos {rb) contém vesiculas 1isas (v1) encapadas (ve) e granulares (va).
Outras organelas como os corpos densos (cd). neurotibulos (nt), neurofilamentos (nf) e mitocondrias (m)
sapc observadas também nesse segmento. Um prolongamento secundario ou espicula (Es) que emerge do  dendri-
to aparece contraindo sinapse com uma terminacao colinergica (Tc) rica em vesiculas agranulares (vag) e
pobre em vesiculas granulares (vg). Co = colageno. 41.000X.

0 prolongamento neural de seccdo transversal identificado como dendrito (D) contém no seu dendroplasma a-
1ém dos granulos ribossomicos (rb) outros componentes como corplsculos densos (cd), tubulos lises (tbl)do
reticulo agranular e vesiculas de varios tipos (lisas, encapadas e granulares). Separando o prolongamento
e o pericario (p) que The & contiguo existe um estreito espaco onde as membranas plasmaticas dessas 2 es-
truturas mostram a presenca de condensacdes eletron-densas denominadas de placas de insercae (pi). Invagi
nacoes das membranas dendriticas (vp) e do corpo celular sao observadas nas proximidades desse espaco. No
corpo celular pode-se observar a presenca de um corpisculo denso (cd) contendo uma inclusae lipidica (Lp)

no seu interfor. 49.000X.
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jacencias do Golgi apareceram corpos denscs com forma e tama-
nho variaveis. Distribuidos pelo citopiasma, particularmente
na zona periferica do éorpo voltada para o neuronio, foram ob
servados vacuolos volumosos (Fig. 15).

A membrana plasmatica do corpo da celula sate-
lite que reveste a superficie voltada para o tecido intersti-
~cial apresentou-se lisa e regular enquanto a do ]adp oposto,
voltada para o pericario do neuronio, mostrou-se irregular em
virtude da presenca de projegoes citoplasmaticas finas e digi
tiformes que avancam em direcao do estreito espaco intercelu-
lar, Essas projecoes se interdigitam delimitando espacos re-
dondos ou ovoides, no interior dos quais observou-se, as ve-
zes, a presenca de pequenos vacuoles. Nesse espaco intercelu-
lar, verificou-se, em'pe]o menos um local, que a membrana plas
matica da celula satelite, apresentou uma invaginacac que pa-
receu representar o resultado de uma exo ou endocitose (Fig.

15).
| 0s delgados proiongamentos que emanam dos po-
los do corpo da ceélula satelite ficam tambem separados do pe-
ricario do neuronio por um estreitoc espaco intercelular. No
seu trajeto esses prolongamentos aparecem, as vezes, envolven
do fibras nervosas.

Tanto o corpoc da celula satelite como seus pro
longamentos encontram-se separados do tecido intersticial por
uma delgada lamina basal que naoc apareceu no espaco voltado
para o neurdnio (Fig. 15).

Fibras Nervosas:

Tres variedades de fibras foram observadas nos
ganglios. As fibras amielinicas foram as predominantes e em ge
ral foram encontradas aos grupos com cada axonio separado por
delgados processos do citoplasma da celula de Schwann {Fig. 16)
os guais apareceram isolados do tecido conjuntivo ‘adjacente
por uma delgada lamina basal. No axoplasma dessas fibras, a-
Jem des neurotubulos gue constituiam a estrutura predominan-
te, observou-se também a presenca de mitocondrias, corpuscu -
los esféricos contendo figuras mielinicas e uma ou outra vesi
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0 proiongamento neural que percorre diagonalmente a porcac central da figura € um axonio (Ax) rico em neu

rotubulos (nt) longos e enfileirados. Alem de neurotibulos pode-se observar no axoplasma a presenca de ney
rofilamentos (nf), vesiculas granulares (vg) e vesTculas agranulares pequenas. As mitocondrias (m) 530
Jongas e com matriz bastante densa. Revestindo o axonio aparecem os prolongamentos da celula de  Schwann
(PSw). Nas proximidades do pericario (P) do neuronio localizado na parte inferior da micrografia observa-
se a presenca de parte de um prolengamento dendritico (D), revestido por prolongsmentos de uma célula sa-
t&]1te donde emerge um colateral (CD) que se estende em direcac do soms do neuronio para estabelecer  ao
nivel das membranas um contato dendrossomatico atraves de uma ampla placa de insercao (pil. Entre o den-
drito (D) e o axonio (Ax) observa-se um espaco preenchide por tecido conjuntivo com a presenca de fibras
coligenas (Lo). Os processos celulares que revestem o dendrito e o axonio sao recobertos por uma delgada
lamina basal (1b). 23.700X,
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‘6. 15 - Na figura aparece parte do pericario (P) de um neurbnio que apresenta ums depressdo onde se aloja a porcdo di
latada perinuclear de uma celula sateélite (es). 0 niicleo (N) fusiforme dessa célula encontra-se deslocado pa-
ra a porcao periférica voltada para o tecido intersticial perineural. 0 reticulo endoplasmatico rugose (REr)e
as mitocondrias (m) acumulam-se de preferéncia nos polos da porcao dilatada da celula de onde partem os pro-
longamentos (Pry e Prz). Estes sao finos e delicados e recobrem o pericario, porem mantendo-se separados por
um estreite espaco intercelular. No seu trajeto esses prolongamentos envolvem fibras nervosas (FN). Naareaci
toplasmatica da porcac dilatada da celula satelite livre de reticule endoplasmatico localizam-se o  aparelho
de Golgi (G) e corpos densos (cd) com diametro e forma variaveis. Na superficie perinuclear adjacente ao cor-
po do neuronio, observam-se delicadas projecfes citoplasmaticas (pc) dirigidas para o espaco intercelular. Fi
nas expansoes dos prolongamentos (cabeca da seta), as vezes, dobram-se e incluem no seu interior estruturas
membranosas redondas (seta) com aspecto de vacuolos. Na membrana do neurbnio observa-se a presenca de invagi-
nacoes (iv), semelhantes 3s estruturas resultantes de uma exo ou endocitose. Nenhuma estrutura semelhante @
lamina basal aparece entre a célula satélite e o soma do neuronio. C5w = ceélule dw Schwann. Ax = axonio. [ =
dendrito. v = vacuols. 15.500¥.



cula granular {Fig. 16).

As fibras mielinicas (Figs. 17 e 18), encontra
das em pequeno numero, apresentaram todas as caracter?stica;
ultra-estruturais que lhe sao peculiares.

Um terceiro {ipo de fibra, tambem rarc, apare-
ceu constituido de um axonio bastante delgado envolvido con-
centricamente por varias bainhas delgadas do citoplasma da c§
lula de Schwann (Fig. 19). Esse tipo de fibra apreéentou ca-
racteristicas ultra-estruturais muito semelhantes aquelas mos
tradas pelos axonios guando estdao no estagio intermediario do
processo de mielinizacao ou de desmielinizacdo.

Tenminacoes Nenvosas Pre-Gangliovmares:

As fibras nervosas pre-ganglionares, em Suas
porcoes pré-terminais, apareceram separadas das celulas nervo
sas por prolongamentos citoplasmaticos da celula de Schwann
(Fig. 20). Em suas extremidades terminais ficam, no entanto ,
Tivres de seus envoltorios e estabelecem sinapses espectialmen
te com 0s dendritos {Fig. 11) ou com seus prolongamentos se-
cundarios (Fig. 12). Mais raramente verificou-se a presenca
de sinapses do tipo axo-somatico, em que a terminacdo estabe-
lece na sua extremidade contato sinaptico com o pericario da
celula nervosa e na sua superficie lateral, com um processo
neural curto. Nesse processo, observou-se a presenca de vesi-
culas agranulares e algumas granulares (Fig. 21).-

C axoplasma, tanto da porc¢do pre-terminal como
terminal, apresentou quantidade apreciavel de vesiculas agra-
nulares, com forma e tamanho bastante uniformes, junto das
quais apareceram algumas vesiculas granulares {(Figs. 12, 20 e
21), apresentando assim caracteristicas ultra-estruturais de

terminacoes nervosas colinergicas.

Tecdde Tntensticial Pernineurnal:

0 tecido de sustentacao dos ganglios apresen-
tou-se formado de fibras colagenas (Figs. 12, 14, 15,16 e 22)



As fibras amielinicas nos ganglios simpaticos apare

cem conforme se observa nesta figura formande fei-
xes de axonios separados entre si por delgados pro-
cessos da celula de Schwann (PCSw) e estes isolados
do colageno (Co) adjacente por uma nitida lamina ba
sal (1b). No axoplasma, os neurotubulos (nt) sao o
tipo de organela predominante. Em alguns axonios po
de-se notar alem dos neurotubulos a presenca de mi-
tocondrias (m), figuras mielinicas (fm) e vesiculas
granulares (vg). 37.500X.



FIGS. 17 & 18 - A figura 17 (40.800X) mostra uma fibra nervosa mielinica localizada no

tecido intersticial do ganglio. No axonio (Ax) observa-se a presenca de neu-
rotubulos (nt), neurofilamentos (nf) e mitocondrias (m). A membrana axaplas-
mica & bem evidente (max). A bainha de mielina (M) Mostra-se envolvida pelo
delgade citoplasma da celula de Schwann (C.Sw.) isolado do tecido intersti -
cial e do colageno (Co) por uma lamina basal (1b). Pormenores da bainha de
mielina como as linhas densas (LD) e intraperiodicas (IP) sdo mostradosna fi

gura 18 (315.000%).

A fibra nervosa observada nesta figura & constituida de varias bainhas (B)

extremamente delgadas do citoplasma da celula de Schwann dispostas concentri
camente em torno do axonio (Ax). Esse tipo de fibra tem morfologia muitn si-
milar a das fibras mielinicas quando no estagio intermediario de seu proces-

so de mielinizagao., 61.200X,
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FIG. 2 -

0 perfil do axbnio mostrado nesta figura aparece envolvido por um delgado processo citoplasmitico possivel
mente de uma célula de Schwann ou satélite {cabeca da seta). No exoplasma (Ax) a riqueza de vesiculas agra
nulares (vag) ao lado de algumas vesiculas granulares (vg) caracterizam a porcao pré-terminal da fibra prf_
ganglionar calinérgica. P = pericarioc. m = mitocandrias., SN = substancia de Nissl. cd = corpos densos.
30.000%.

A figura mostra uma terminacao pré-ganglionar colinérgica (Tc) rica em vesiculas agranulares [vag). Confor
we se observa ela se aprofunda na depressao do corpo celular (P} com o qual contrai sinapse (Sp), ma sua
extremidade. Na sua superficie lateral, ao contrario, forma-se uma pequena depressao onde penetra a extre-
midade de um processo neural (PN) curto que também estabelece sinapse (Sp) com elz. No citoplasma do pro-
cesso nota-se a presenca de vesiculas agranulares (vag) e algumas vesiculas granulares (seta horizontal) .
61.000Xx.



entre as quais se Tocatizam celulas conjuntivas, células da
glia e vasos sanguineos. -

Dentre os elementos citologicos observados nes
se tecido, um deles apresentou caracteristicas morfologicas
bem marcantes. 0 citoplasma perinuclear dessa celula (Fig. 22)
e fusiforme com um nucleo ovoide com eixo maior orientado pa-
ralelamente ao longo eixo da celula. De ambos os polos do ci-
toplasma partem prolongamentes extremamente longos e finos
(Fig. 22) que trafegam entre as fibras de colageno e chegam a
te as proximidades das paredes dos vasos sanguineos (Figs. 24
e 25). De caracteristico no citoplasma dessas celulas, tanto
perinuclear como dos prolongamentos, foi a presenca de inume-
ros vacuolos (vesiculas de pinccitose) que the confere um as-
pecto nitidamente esponjoso e vacuolizado. Por este motivo es
sas celulas foram agui denominadas de celulas vacuolizadas.

Na superficie livre de endoteliocitos de alguns
capilares sanguineos, encontraram-se dois tipos de vesiculas
de macropinocitose. Um deles (Fig. 23) parece ser constituido
por uma microvilosidade dobrada cuja capa externa da membrana
plasmatica, que reveste sua superficie lateral, apresentou-se
fundida, numa pequena area, com a mesma capa da membrana cetu
lar, formande na zona de fusao uma juncao ocludente. Um segun
do tipo e constituido por duas microvilosidades vizinhas que
se unem pelos seus apices atraves de uma estrutura com o as-
pectoc de umdiafragma {(Fig. 24). 0s dois tipos de macrovesicu-
las parecem conter no seu interior material aprisionado da Tuz
vascular. O citoplasma desses endoteliocitos, alem de reticu-
lo endoplasmatico rugoso e mitocondrias, mostrou também a pre
senca de vesiculas de micropinocitose e de invaginacoes em pro
cesso de vesicacaoc na sua superficie basal (Fig. 23 e 24)
futras estruturas observadas no citoplasma de endoteliccitos
foram macrovesiculas contendo no seu interior material homo-
geneo (Fig. 24) ou figuras mielinicas, ambos com densidade e-
letronica moderada. Ha cascs em que, ao inves de macrovesicu-
las, apareceram figuras mielinicas com forte densidade eletro
nica ocupando uma pequena area do citoplasma, nas proximida-
des das quais, observaram-se tambem corpos densos esfericos
{(Figs. 25 e 26).

No tecido perivascular observou-Se a presencga



FIG. 22 - Reconstrucao parcial de uma celula vacuolizada (CV) localizada no tecido intersticial perineural. Esta cE'I_g
la tem corpo fusiforme donde partem prolongamentos bastante delgados. O nucleo (N) localizado no corpo celu
lar apresenta na sua periferia grumos de cromatina condensada. No citoplasma proximo a um dos polos do ni-
cleo nota-se a presenca de saculos do aparelho de Golgi (G). Apresenta ainda guantidade muito pequena de ri
bossomos (rb) ou reticulo endoplasmatico rugoso. De caracteristico verifica-se que tanto o corpo celular co
mo os prolongamentos (setas) sao ricos em vacuolos ou vesiculas de pinocitose (vp). FN = fibras nervosas .

Fb = fibroblaste. Co = colagene. 11.600X. 1 TNTCAMP
| BInLTera ¢
|
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FI1G. 24 -

Endoteliocito em cuja superficie livre pode-se observar uma vesicula (wvmp) de macropinocitose aparentemente
formada as custas de uma macrovilosidade (seta) que ao se dobrar fusiona - numa pequena extensao - a capa ex-
terna da membrana plasmatica de sua superficie lateral com a mesma capa da membrana plasmatica adjacente
formando ume jungdo do tipo ocludente (jo). Na por¢ac basal do endoteliocito observam-se invaginacoes de mem
brana plasmatica em nitido processo de vesicagao (vp) e uma lamina basal (1b) relativamente espessa. memi
tocondria. REp = reticulo endoplasmatico rugoso. LV = luz vascular. 76.000%,

Na superficie livre do endoteliocito, a vesicula de macropinocitose (vmp), formada aparentemente pela unido
das membranas plasmaticas do topo de duas microvilosidades contiguas, encontra-se separada da luz vascular
(LV) por um estreito diafragma (seta). Outras microvesiculares (mv) ja formadas, contém no seu interior ou
um material homogeneo ou figuras mielinicas (fm) ambos de densidade eletronica moderada. No canto superior
esquerde nota-se uma microvilosidade (mvl) projetando-se para a luz vascular, acima da qual se observaa sec
cao transversal (seta) da mesma ou de outra vilosidade contendo microtubules no seu interior. No tecido in-
tersticial proximo ao endoteliocito verifica-se a presenca de prolongamento de uma ceélula vacuolizada (PCV)
e entre eles uma lamina basal (1b}. 49.000X.
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e 26 - A figura 25 (6.000X) mostra o revestimento endotelial de um vaso sanguineo. Nos endoteliocitos nao
s¢ observa a presenca de poros. Em certas areas de sua superficie luminal pode-se distinguir a presenca
de microvilosidades (mvi), porem as estruturas que mais sobressaem s3o figuras mielinicas (fm) com forte
densidade eletronica localizadas no interior do citoplasma de um dos endoteliocites. Nas adjacencias des-
sas estruturas pode-se distinguir a presenca de dois corpusculos esféricos elétron-densos (seta). No teci
do perivascular pode-se notar a presenca de um pericito (Pc) situado bem proximo do revestimento endote-
1ial, bem como dos prolongamentos citoplasmaticos (PCV) da céiula vacuolizada os quais tendem a circundar
a parede do vaso. A figura 26 mostra em maior aumento (15.500X) detalhes da regiaoc donde pode-se notar
que o citoplasma de dois endoteliccitos adjacentes se unem mediante um complexo juncional (ci), e  estdo
separados dos tecidos e ceélulas subjacentes pela lamina basal (1b). Co = colageno. FN = fibra nervosa. -

N = nucleo.



de pericitos e prolongamentos da celula vacuolizada {Figs. 24
e 25), situados bem proximos do revestimento vascular, porem,

separados pelas respectivas laminas basais.

B - RADICQAUTOGRAFIA

Nos ganglios dos animais sacrificados 15 minu-
tos apos a injecao (Fig. 27) a reacao radicautografica foi fra
ca, difusa e restrita sobre o corpo celular dos neuronios.
Transcorridos 1 e 6 horas apos a injecao {Fig. 28), houve um
nitido aumento do numero de graocs de prata, porem qualitativa
mente nao foi observada qualquer diferenca significante em_rg
lacdaoc a sua distribuicaoc com o tempo anterior. Nos ‘intervalos
de tempo subsequentes, 24 e 48 horas pos-injecao, a reacao ra
dioautografica sobre o citoplasma do pericario diminuiu, ao
mesmo tempo que, as 48 horas, notou-se a presenca de graos de
prata sobre os prolongamentos neuronais (Fig. 30}.

A concentracao de graos de prata scbre o corpo
celular nos varios intervalos de tempo €& apresentada na Tabe-
la I, enquanto que a variacao desta concentragaoc e jlustrada

noe Grafico 1.

TARBELA ! - {ancentracac de graos de prata {100 pm?) sobre o peric3rio dos neurdnigs
simpaticos de camundongos sacrificados em varios intervalos de tempo a-
pds uma unica jinjecao de enxufre radioativo {Haz35504), tivre de carrea-

dor, na dose de 150 pCi/g de peso corporal.

ANTIMAL ANTMAL

TEMPO (1) (2) MEDIA
15 min. 1,6 3,7 2,65
1 h. 4,3 6,3 5,30
& h. 7,7 8,9 8,30
Z4 h. 2,9 4,3" 3,60
48 h. 1,6 2,0 1,80

* - . . I3 -
Devido @ perda do animal, o valor foi estimade pela equacdoe:

y = Tt + rR - 6

(i-1) (r-M
t = nomero de animais {(2). T = total de gracs da coluna Eujo vator.foi_
estimado (20,%). r = tempeo de sacrificio (5}, R = total de grizos da
fileira cujo valor foi estimado (2,9). G = nimero total de graos de pra

ta (39,0). (LI, C.C., 1964}.
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GRﬁFICO [ - Concentracdo media de grdos de prata sobre o pericario dos neuronios s1mpa-

ticos de camundongos sacrificados em diferentes intervalos de tempo apos in
jecao de radio-suifato. Observa-se que a radicatividade tende a aumentar pro
gressivamente entre 0 e 6 h para decair gradativamente nos intervalos sub-
seguentes.
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5 minutos apds a injecao, a reacao radioautografica aparece distribuide difusamente sobre o pericario dos

neuronios. N = nucleo. nu = nucleclo. CS = célula satélite. 1.400X,

1 hora apos & injecac pode-se observar que ocorre um aumento da radicatividade embora nac haja diferenca
gualitativa significante na distribuicao dos graos de prata sobre o pericario dos neuronios. 1.400%,

6 horas apos a injecao, & radipatividade alcanca seu grau maximo. Niac se note, porém, nenhuma diferenca na

distribuican dos gracs de prata reduzida, 7.400x.

4H horas apbs & injecdo, & radioatividade diminui de intensidade. Meste intervalo pode-se notar (observe o
neuronio localizado no canto inferior direito da figura) a presenca de reacao radicautografica sobre um pro

longamente peural. 1.400X.



C - HISTOQUIMICA

A reacdo do acido periodico - reativo de Schiff -
revelou, no pericﬁrio.dos neuronios, a presenca de granulos
PAS positivos (Fig. 31) de tamanho e localizacac variiveis. Em
algumas celulas os granulos apresentaram-se restritos a zona
justanuclear, enguanto em outros eles apareceram distribuidos
difusamente por toda a superficie do pericario. Esses granu-
los em material fixado e tratado com a mistura c10rof6rmﬁo—mg
tanol a 60°C continuaram a exibir reatividade ao PAS, no en-
tanto, perderam essa propriedade quando os ganglios foram tra
tados pela mesma mistura de solventes organicos, antes da fi-
xacao. Resultados {Fig. 33) semelhantes foram observados com
a reacao do acido periodico metenamina-prata. Estas  reacoes
foram, tambem positivas ao nivel de capa celular.

A pesquisa de grupes acidos no pericario  dos
neuronios, independente da espessura dos cortes, tipo de in-
clusao ou fixacao utilizados, mostrou-se totalmente negativa
apos a reacao com o ferro coloidal ou coloracac com o azul de
alcian. Em cortes corados com o azul de fteluidina em pH 2,2 ,
observou-se na substancia de Niss]l acentuada basofilia orto-
cromatica. No entanto, nenhum substrato metacromatico, granu-
lar ou amorfo, que pudesse ser correlacionado com a presenga
de grupes acidos, foi observado. 0s mesmos comportamentos his
toquimicos foram cbservados gquando os cortes antes das colo-
racées com os metodos acima foram tratades pela pepsina ou pe
lo acido nitroso. '

As tentativas com o objetivo de correlacionar
radicautograficamente o enxofre radioativo incorporado pelos
neuronios, com a presenga de glicosaminoglicanos sulfatados,
através do emprego da hialuronidade testicutar foram infruti-

feras, uma vez que o back-ground sobre os cortes dos ganglios,
apos o tratamento enzimatico, foi taoc alto, gque impossibili -
tou o cotejo entre tratados e controles.

Na tabela Il estdo sumarizados os resultados
histoquimicos para carboidratos obtidos no pericario dos neu-

ronios ganglionares.



TABELA II - Resultados observados no pericarioc dos neuronios
ganglionares simpaticos de camundongos apos o em-

prego de metodos histequimicos para evidenciacao
de grupos 1-2 glicol e acidos centidos em carboi-

dratos.
Estrutura PERICARIOD

Metodos Subs.de Niss] Capa Celular  Granulos
AT pH 2,2 +++{B} - -
AB pH 2,5 - - - -
Ferro coloidal - - - -
Peps.+ AT pH 2,2 +++{B} - -
Ac.Ntr.+ AT pH 2,2 +++(B) - -
Peps. + AB pH 2,5 - - -
Ac.Ntr. + AB pH 2,5 - - -
PAS - ok 4t
Schiff - - -
Fx + cl1f - met. + PAS - ++ .
clf-met + Fx + PAS - ++ -
AP + meten. Ag - o

Metenamina - prata - -

Legendas:

AT = azul de toluidina. AB = azul]l de alcian. Peps = pepsina.
Ac.Ntr. = acido nitroso. PAS = acido periodico + reative de
Schiff. Fx = fixacao. clf-met. = mistura cloroformio e meta
nol. AP = acido periodico. meten.Ag = metenamina prata. Sbs=
Substancia. B = basofilia.

Em cortes de ganglios fixados pelo glutaralded
do a 2,5% e pos-fixados com tetroxido de gsmio ou fixados pe-
lo formol calcio de Baker, a pesquisa de 17pides atraves da co
loragao com o Sudan Black B, revelou, no pericario dos neuro-
nics, a presenca de granulos sudanafilos com uma distribuicao
semelhante a dos granulos PAS e metenamina-prata reativos (com
parem as figs. 31 e 33 com a fig. 32).

0s resultados quantitativos obtidos apos a con
tagem de graos de prata reduzida sobre o pericario dos neuro-
nios de cortes de ganglios tratados antes da fixacao, pe]arﬁé
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tura cloroformio-metanol {grupo tratado) e dos ganglics fixa-
dos e nac tratados (grupo controle) estdao resumidos na Tabela
ITT.

TABELA ITI - Numerc medio de graos de prata reduzide por 100
pm? em cortes de ganglios tratados com a mistura
clorofdrmio-metanol e controles de caﬁundongo in
jetado com radiossulfato 6 h antes do sacrificio.

CONTROLES TRATADOS

1 7,32 5,85
67 2 6,26 6,14

3 5,99 5,43

1 9,84 7,59
Gy ? 9,28 6,50

3 9,14 7,65
Legendas: Gy e Gp = ganglios. 1, 2, 3 = numero de cortes.

0 teste t de Student mostrou gue nao houve di-
ferenca significante ao nivel de 5% entre as medias dos con-
troles e dos tratados.



FIGURAS

FiG. 31

F1G. 32

F1G. 33

FIG. 34

31-34: Ganglios simpaticos de camundongos submetidos 3 reacOes histoquimicas para evidenciacao de grupoes 1-2

glicol e de lipides.

Virios neurdnios mostram no citoplasma do corpo celular granulos PAS reativos (seta). Esses granulos confor
me pode ser notado aparecem distribuidos por todo o citoplasma, embora muitos deles se concentrem nz  zona
perinuciear, PAS - 1.200X,

Granulos sudanofilos observados no pericaric dos neuronios aparecem com uma distribuicdo semelhante a daque
les observadns na figura precedente corados com o PAS. Sudan Black - 1.400X.

0s grinulos no pericirio dos neurdnios aparecem bem nitidos (seta) e com distribuicdo semelhante aguela ve-
rificada nos neuronios corados pelo PAS e Sudan Black. Acido periodico-metenamina prata - 1.600%.

Corte do mesmo material apresentado na figura 33. Controle da reacac do acido periodico - metenamina prata
omitindo-se o tratamento dos cortes pelo acido periodico. Verifica-se que os granulos acima descritos nao
san mais visualizados. Metenamina prata - 1.600X.
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DISCUSSAD

A - ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DOS GANGLIOS

Neundonios

No pericario dos neuronios, a organizaCao e o0-
rientacao das cisternas do reticule endoplasmatico rugoso nao
pareceram nem tao irregulares como a descrita nos neuronios
do ganglio cervical superior do rato (FORSSMAN, 1964) e nem
distribuidos tao difusamente como nos da ra (PICK, 1963). Mos
traram-se, porem, semelhantes a disposicao das cisternas dos
neuronios simpaticos do rato (PALAY & PALADE, 1955; ©DE LEMOS
& PICK, 1966) e do homem (PICK et al., 1964). Por outro lado,
nao se observou, no camundongo, a presenca de cisternas inti-
mamente agrupadas e com suas paredes fusionadas como as des-
critas nos ganglios toracicos do rato por DE LEMOS & PICK {1966).
Deduz-se, pois, que a organizacaoc estrutural e a orientacéao
das cisternas do reticulo endoplasmatico rugeso, nos ganglios
simpaticos, e variavel, tanto em neuronios de uma mesma espe-
cie animal como em especies diferentes. Essa variabjlidade,se
gundo PALAY & PALADE (1955), as vezes, constatada dentro de
uma mesma celula, indica gque a configuracdc das cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso e possivelmente instavel; modi
ficando-se continuamente sob a influencia de movimentos de car
rente do citoplasma ou de transformacbes metabolicas.

A presenga de cisternas com uma de suas extre-
midades livres de ribossomos, as vezes, apresentando uma cons
triccac entre os segmentos 1iso e rugoso constatada neste es-
tudo, naco foi referida pelos investigadores acima. Esse aspec
to ultra-estrutural sugere a possibilidade das cisternas esta
rem aparentemente num processo de segmentacao que Tevariaa 1i
beracio de tubulos e ou vesiculas de transferéncia. E possT-
vel também que esses tubulos estejam transferindo material do
reticulo para o GERL, num processo semelhante ao descrito em
celulas nervosas por NOVIKOFF et al. (1971).

0 aparelho de Golgi dos neuronios do camundon-
go apresentou-se amplamente desenvolvido com suas unidades ou
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dictiossomos dis_tm‘b-u?dos na regiao perinuclear. A presencade
dilatacdes nas extremidades dos saculos descritas tambem por
CRAVIOTO (1962), no homem, nao foi assinalada nos neuronios
da ra (PICK, 1963), do homem-(PICK et al., 1964) e do ‘rato
{(FORSSMAN, 1964; DE LEMOS & PICK, 1966). Nao se observou nos
saculos do Golgi, a presenca de vesiculas ou vactolos em pro-
cesso de extrusao; isto tambem nao foi descrito nos neuronios
gangiionares dos animais acima referidos, porem, foi consigna
do por CRAVIOTO (1962).

Neste estudo, observou-se nas proximidades do
Golgi a presenca de numerosas vesiculas, & maioria agranula-
res, bastante heterogéneas, quanto ao tamanho, conteudo e en-
voltoric. Elas nao foram aséina1adas nos neuronios simpaticos
da r@ (PICK, 1963), do homem (PICK et al., 1964) e do rato
(FORSSMAN, 1964; DE LEMOS & PICK, 1966).

CRAVIOTO (1962), ao contrariec de PICK et al.
(1964), visualizou nas adjacencias de Golgi dos neuronios do
homem a presenca de granulos densos que ele considerou como
granulos de neurcsecrecao. [ possTve] que as estruturas aqui
descritas como vesiculas granulares correspondam a estes gra-
nulos de neurosecrecao. As estruturas vesiculares dos neuro-
nios simpaticos desempenham um importante papel no armazena-
mento de monoaminas (TRANZER & THOENEN, 1967, 1967a, 1968;H0K
FELT, 1968, 1969; GEFFEN & OSTBERG, 1969; HOKFELT & DAHLSTROM,
1971; RICHARDS & TRANZER, 1975). Ha indicac¢oes de que estas ve
siculas sao produzidas ao nivel do Golgi (HOKFELT, 1968,1969;
HOKFELT & DAHLSTROM, 1971) sob duas formas, peguenas e gran-
des. Alem disso, demonstrou-se que as pequenas vesiculas, ao
contrario das grandes, perdem seu conteudo granular guando fi
xadas pela sequéncia glutaraldeido-tetroxido de osmio (TRAN-
ZER & THOENEN, 1967a, 1968; HOKFELT, 1969; HOKFELT & DAHLS-
TROM, 1971; TRANZER & RICHARDS, 1976; RICHARDS & TRANZER s
1975). E provavel, pois, gue as poucas vesiculas granularesob
servadas no pericario dos neuronios do camundongo correspon-
dam as grandes vesiculas granulares descritas em ganglios de
outros animais (HOKFELT, 1968, 1969; GEFFEN & OSTBERG, 1969
HOKFFELT & .DAHLSTROM, 1971; ERANKO, 0., 18972; ERANKO, L., 1972,
RICHARDS & TRANZER, 1975). Quanto as vesiculas agranulares des
critas neste estudo, em razﬁo da f{xacio usada, nao houve con
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dicoes de se estabelecer se elas correspondiam as pequenas ve
sTculas granu1arés. Por outro lado, e bem provéQe], qUe mui-
tas delas estejam re]aciohadas cdm o transportie de material
do reticulo endoplasmatico rugoso para o Golgi. Evidéncia mor
fologica desse fato, foi a constatacdo da presenca de uma ve-
sTcula fusionada ao saculo da face formadora do Golgi. Atra-
ves desse processo e possivel que proteinas soluveis, como as
cromograninas (GEFFEN et al., 1969, 1969a) ou enzimaticas co-
me a dopamina-beta-hidroxilase (LADURON & BELPAIRE, 1968; FU-
XE et al., 1970; HARTMAN, 1973; BELMAR et al., 1974) encontra
das na composicao do material contido nas vesiculas adrenergi
cas, sejam carreadas ate o Golgi onde sao armazenadas e segre
gadas'do citosol.

Quanto aos tubuios visualizados nas proximida-
des do Golgi, niao se pode neste estudo contribuir para escla-
recer a sua natureza. Todavia, € possivel que entre eles, o3
1Jisos, sejam representantes do reticulo endoplasmatico Tiso e
como tal possam estar envolvidos ou no armazenamento de monoa
minas do tipo "agranular" ou livre (ERANKO0,O0., 1972; ERANKO,
L., 1972}, ou no transporte de precursores formados no corpo
celular para a sintese das pegquenas vesiculas granulares nas
terminacoes adrenergicas (TAXI & SOTELO, 1975}, ou ainda, co-
mo precursores do .chamado reticulo tubular, do qual, segundo
RICHARDS & TRANZER (1975) se originariam as pequenas vesicu -
las granulares. Alias, o envolvimento do reticulo endoplasma-
tico 1iso tanto na formacao das vesiculas armazenadoras como
no transporte das catecolaminas, tem sido enfatizado e discu-
tido por varios investigadores (BUNGE, 1973; HOLTZMAN et al.,
1973; HOKFELT, 1973; TAXI & SOTELO, 1975). Os tubules erica-
dos, por sua vez, podem representar uma parte diferenciada do
reticule endoplasmatico rugoso e, conforme sugere a presenca
de dilatacOes esfericas nas suas extremidades, e possivel gue
estejam relacionados com a formacao de um dos tipos de vesicu
1a encapada presentes nas vizinhahcas do Golgi. Finalmente,os
tubulos densos, cujo conteudo apresentou caracteristicas seme
lhantes as das vesiculas granulares ou dos caorpos densos, po-
dem, provavelmente, representar formas atipicas de uma ou ou-
tra destas duas estruturas.

As mitocondrias, bastante conspicuas no perica
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rio dos neuronios do camundongo, apresentaram caracteristicas
morfoiﬁgicas_indistintds daguelas observadas na maioria das
células dos vertebrados. Nﬁoépreéentaram nenhuma expansao sacu
liforme descrita nas mitocandrias dos neuronios da ra (PICK .
1963), nem tampouco foi viéua]izada, cOmo ﬁas mitocondrias dos
ganglios humanos (CRAVIOTO, 1962; PICK et al., 1964), a pre-
senca de material eletron-denso associade 3 sua matriz. Sua
distribuicao, isolada ou em grupos situados, quer na regiao
perinuclear, guer em outras partes do pericario, foi semelhan
te aquela referida nos neuronios dos ganglios cervical supe-
rior (FORSSMAN, 1964) e toracicos {(DE LEMOS & PICK, 1966), do
rato. Por outro lado, a observada distribuicao perinuclear dos
grupcs de mitocondrias em animais normais como o0s aqui estuda
dos, reforca a opiniao de DE LEMOS & PICK (1966) de que esse
arranjo & um fato normal e nao uma resposta inicial aos efei-
tos de radiacoes ionizantes conforme proposto por ANDRES et
al. (1963) nas celulas dos ganglios da raiz dorsal do rato. As
mitocondrias localizadas nas fibras nervosas, terminacoes ou
nos prolongamentos dendriticos, apresentaram-se, na maioria
das vezes, com sua matriz mais densa do que aquelas localiza-
das no corppo celular. Ndo pudemos encontrar nenhuma referen-
cia sobre o significado dessa diferenca.

0 pericario des neurdnios do camundongo, & Se-
melhanca do que tem sido revelado nbs neuronios simpaticos de
varias especies de animais (PALAY & PALADE; 1655, TAXI, 1963,
DE LEMOS & PICK, 1966) e inclusive do homem (CRAYIOTO, 1962 ;
PICK et al., 1964), apresentou ainda numeroscs corpos densos.
Estes tem sido interpretados como goticulas Tipidicas (PALAY
& PALADE, 1655), pigmento senil (GATENBY & DIVINE, 1960), gra
nulos de lipofucsina (CRAVIOTO, 1962; TAXI, 1963) ou ainda co
mo lisossomos (DE LEMOS & PICK, 1966). No camundongo, eles di
ferem dos lisossomos primarios em dois aspectos principais,ou
seja, na homogenidade e na densidade eletronica de sua matriz,
razao pela qual e provavel que esses corpoé densos sejam 17-

sossomos secundarios. A natureza de sua matriz sera discutida

adiante.

Celulas Satefites

As celulas satelites dos ganglios do camundon-
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go mostraram aspectos morf01og1cos bem diferentes quando com-
paradas cCom as mesmas ce]u]as da rd e do homem. -O seu cito-
plasma nao apresentou nenhuma abundanc1a em vesiculas '1isas,
isoladas ou formando filas, como descr1tas na ra (De ROBERTIS
& BENNET, 1954; PICK, 1962, 1963) e no homem (PiCKata].J964h
e tampouco formando c¢irculoes bizarros, espirais ou ainda ou-
tras configuracoes mais compliexas como no homem (PICK at al.,
1964). No camundongo, em nenhuma oportunidade obsefvou-senmis
do que uma camada de células satélites envolvendo o pericario
neural. Ja nos ganglios do homem (PICK et al., 1964) e da ra
{PICK, 1963) foram descritos neuronios recobertos por uma du-
pla camada de celulas satelites com abundantes interdigita-
coes entre elas.

Se de um Tado as celulas satelites do camundon
go foram, em certos aspectos, bem diferentes das células homg
nimas da ra e do homem, de outro Jado, se assemelharam as ce-
Tulas dos ganglios toracicos (DE LEMOS & PICK, 1966} e cervi
cal superior (FORSSMAN, 1964) do rato. Porem, nas celulas sa-
telites do camundongo, nao se enconrtrou o apareiho de Golgi
assumindo a forma caracteristica de uma ferradura, ao contra-
rio do que foi esporadicamente observado nos ganglios toraci-
cos do rato (DE LEMOS & PICK, 1966). Possivelmente, essa con-
figuracao do Golgi, que tambem nao foi observada nas celulas
satélites do ganglio cervical superior do rato (FORSSMAN, 1964),
seja o reflexo morfologico particular de um dadoc momento fun-
cional da célula. Também, nenhuma estrutura semelhante a ci-
lio, descrita nas celulas satelites do rato (GRILLO & PALAY ,
1963; FORSSMAN, 1964; DE LEMOS & PICK, 1966) foi observada no
camundongo. |

As celulas satelites nao parecem constituir um
mero revestimento dos neurdnios. PICK {1963) devido a presen-
¢a de pequenas bolsas projétando—se para dentre do citop]aSma
da celula satelite e dos neuronics, nos ganglios simpaticos
da ra, postulou a hipotese de que essas formacoes sejam um ti
po de pinocitose servindo de meio para a permutacac de subs-
tancias entre estas celulas. Formacoes semelhantes foram ob-
servadas nas celulas satelites do camundongo.

Fibras Nernvosas

As fibras nervosas intraganglionares do camun-



_ 4 -

dongo revelaram-se, como as dos ganglios simpaticos dara (PICK,
1963), do homem (PICK et al., 1964) e do rato (FORSSMAN, 1964 ;.
DE LEMOS & PiCK, 1966), predominahtemente do tipo amielinico.
As fibras mielinicas, pelo menos no tecido intraganglionar,fo
ram muito raras. Esse fato, observado tambem no ganglio cervi
cal superior do rato, levou FORSSMAN (1964) a conéider5—1asqg
mo fibras que meramente atravessam os ramos simpaticos com des
tino a outros locais. Identica interpretacdo foi dada para as
fibras mielinicas dos ganglios toracicos do rato {DE LEMOS &
PICK, 1966). Em ganglios de outras especies como do coelho(BAR
TON & CAUSEY, 1958), da ra (PICK, 1957, 1969) e inclusive do
homem (PICK & SHEEHAN, 1946), as fibras dos ramos comunican-
tes sao mielinicas, porem, ao entrarem nos ganglios, perdem
sua bainha e ddo origem as fibras amielinicas. No caso de ca-
mundongo, como nao se dispoem de dados a respeito da natureza
das fibras pre-ganglionares ao nivel dos ramocs comunicantes |,
nao foi possivel indicar se as fibras amielinicas  intragan-
glionares sao dessa natureza desde a sua origem ocu sao deriva
das das fibras mielinicas que perderam suas bainhas ac pene-
trarem no interior dos ganglios.

Alem das fibras amielinicas e mielinicas uma ou
tra fibra com caracteristicas ultra-estruturais intermedia-
rias entre aqueles dois tipos, foi observada no camundongo.Fi
bras semelhantes foram descritas nos ganglios da ra (PICK ,
1963),do homem (PICK et al., 1964) e do rato {FORSSMAN, 1964)
e denominadas de fibras tunicadas por PICK (1860}. Nao encon-
tramos nenhuma men¢ao quanto ao significado funcional dessas
fibras. PICK (1962, 1963) considerou fibras contendo conside-
ravel quantidade de citoplasma entre a mielina e a célula de
Schwann como transicdo entre fibras mielinicas e tunicadas.No
camundongo, so um cuidadoso estudo de cortes seriados poderia,
talvez, evidenciar a existéncia também de transicioc entre es-
tas chamadas fibras tunicadas e fibras amielinicas, o que per
mitiria interpretar tais fibras como intermediarias entre fi-

bras mielinicas e amielinicas.

Prolongamenios e Tenminacoes Nernvosas

0s ganglios, além das fibras pre-ganglionares,



contem os prolongamentos neurais pos-ganglionares. Entre es-
tes, os dendritos, pelas suas caracteristicas morfologicas si'
milares as do corpo celular e pela presénca de ribossomos, fo
ram distﬁnguidos dos axonios com relativa facilidade. No en-
tanto, a distingao ultra-estrutural dos axonios pre e pos-gan
glionares, so pﬁde ser estabelecida ao nivel das terminacoes.

EFm ganglios simpaticos, de outros animais, co-
moe do rato (FORSSMAN, 1964; DE LEMOS & PICK, 1966) e do homem
{(PICK et al., 1964), houve dificuidade para se distinguir os
dendrites dos axonios, com base na presenga ou ausencia da
substancia de Nissl, o que nao aconteceu neste estudo.

As terminacoes das fibras pre-ganglionares ra-
ramente estabeleceram sinapses com o pericario; fato tambem ve
rificado no rato (FORSSMAN, 1964; DE LEMOS & PICK, 1966) e no
homem {PICK et al., 1964), mas contrario a descricao de YOKO-
TA & YAMAUCHI (1974) no ganglio cervical superior.do camundon
go. Nos ganglios aqui descritos as sinapses ocorreram sobre
dendritos. A Unica sinapse axo-somatica visualizada estabele-
cia contatos simultaneamente com o corpo celular e com um pro
longamento dendritico curto.

As terminacoes nervosas pre-ganglionares, in-
clusive os segmentos pre-terminais, mostraram-se muito ricos
em vesiculas sinapticas do tipo agranular. Estas, ao contra-
rio das vesiculas granulares armazenadoras de catecolaminas
(WOLFE et atl., 1962; RICHARDSON, 1966; TRANZER & THOENEN, 1967a,
1968; TAXI & DROZ, 1969) estdao envolvidas no armazenamento de
acetilcolina (WHITTAKER, 195%; MARCHBANKS, 1969; ISRAEL & GAU
TRON, 1969). Por essa razao, tais terminacoes foram interpre-
tadas como colinérgicas. Ao contraric, terminacdes do tipo a-
drenérgico, descritas em varias especies animais, atraves de
‘microscopia de fluorescencia (HAMBERGER et al., 1963, 1963a ,
1965; HAMBERGER & NORBERG, 1963, 1964; CSILLIK et al., 1967 )
ou atraves do microscopio eletronico (ELFVIN, 1971, 1971a -; YO-
KOTA & YAMAUCHI, 1974) nao foram encontradas no presente tra-
balho. Possivelmente esse fato esteja relacionado com a proba
bilidade muitc pequena de se apanhar essas terminag¢oes, a nao
ser em cortes ultrafings seriados, como fizeram YOKOTA & YA-
MAUCHI (1974) no ganglio cervical superior do camundongo onde
elas ocupam apenas'1,76% da superficie do pericario.



Alem das sinapses convencionais observou-se nos
gang11os do camundongo a presenca de contatos dendrodendr1t1-
cos e dendro-somaticos muito semelhantes as Juncoes desmosso—
micas descritas em gang11os simpaticos por BODIAN (1972). 0Ob-
servou-se, ainda, no.camundongo, a semelhanca do que ocorre no
ganglio mesenterico inferior do géto (ELFVIN, 1977a}) a presen
¢ca de sinapses axo-dendriticas proximas dessas areas. Essa as
sociacao topografica permite supor que os referidos contatos
ndo sejam uma mera uniap, mas sim uma zona de influencia reci
proca entre dendritos adjacentes. Segundo ainda esse autor,es
tas areas de contato, no gato, quandd desprovidas de vesicu-
las, fato tambem verificado neste estudo no camundongo, indi-
cam a possibilidade de ali ocorrerem efeitos eletrotonicos i-
nibidores sem a interferencia de mediadores quimicos. Embora,
o significado fisiologico completo. destes contatos ndo seja
ainda conhecido, no peixe eletrico eles estao relacionados com
a sincronizacdao.do disparo de neuronios associados durante a
excitacao das celulas do marca-passo do seu Orgac eléetrico{pa
ra referéncias vide SCHMITT et al., 1976).

Tecdde Tnternsticialk

No tecido intersticial dos ganglios do camun-
dongo, destacou-se um tipo celuiar com pro1bngamentos]ongose
finos e citoplasma repleto de vesiculas pinocitoticas, razao
pela qual foi aqui denominada de celula vacuolizada. Celulas
desse tipo ndao foram descritas nos ganglios simpaticos estuda
dos por varios investigadores (FORSSMAN, 1964; DE LEMGS & PICK,
1966; PICK et al., 1964). Somente PICK (1963), em gangiios sim
patices da ra relatou a presenca no tecido conjunti#o, de um
tipo de celula indeterminado contendoc no seu citoplasma um nu
merc extraordinariamente grande de vesiculas, nao descrevendo,
porem, prolongamentos. Como nas poucas cE]uTas'vacuoiizadasog
servadas no ganglio do camundongo os prolengamentos se diri-
giam a pequenbs vasos e possivel supor que eles sejam tiposde
pés vasculares e tais cé€lulas um tipo de céluia glial, envol-
vida no transporte de material atraves das vesiculas.

As microvilosidades aqui descritas em endote-
liocitos de alguns vasos foram tambem observadas em vasos do
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ganglio simpatico do rato (DE PACE, 1980) e ocasionalmente em
vasos de outros oOrgaos (paré referéncias vida GABBIANI & MAJ-
NO, ]969). Segundo esses autores e'também, SMITH.ét.é1.(]9?I)
elas devem exercer efeitos sobre o fluxo sanguineo.Conquanto,
esse possa ser o0 caso, pareceu-nos, conforme as descricoes fei
tas, que estas microvilosidades estao possivelmente envolvi-
das no mecanismo de formacao de vesTculas de macropinocitose,
de forma mais ou menos anEToga aquela mostrada por 'JUNQUEIRA
& SALES ({1975), nos endoteliocitos dos capilares sanguineos
da vesicula biliar do macaco prego. No camundongo, ao gue pa-
rece, o material incorporado da luz vascular pelas vesiculas,
apdos uma etapa que envolve sua condensacao no interior de ma-
crovesicutas intracitoplasmaticas, se transforma gradualmente
em figuras mielinicas contidas no interior de corpos autofagi
cos, nas vizinhancas dos quais se associam corpusculos esferi
cos densos que presumivelmente representam lisossomos secunda
rios. Tais fatos se nao conciusivos, sao pelo menos sugesti-
vos de que nos endoteliocitos dos vasoé.sanguTneos aqui consi
derados existem mecanismos para incorporacao e degradacao de
material exogeno. Mecanismo analogo foi demonstrade em vasos
do sistema circulatorio do anfioxo (MOLLER et al., 1973).

No parenquima ganglionar simpatico de varias
especies animais, inclusive do camundongo (FERNHOLM, 1972;KIM
& MUNKACSI, 1974) foram descritos peguenos grupos de celulas
com caracteristicas histofluorescentes e ultramorfologicas di
ferentes dos neuronios gangliionares. Essas celulas, denomina-
das de células SIF {small intensely fluorescent cell) por NOR
BERG et al. {1966) ou células cromafins por (SIEGRIST et al.,
1966, VAN ORDEN et al., 1970) ndo foram encontradas nos gan-
glios aqui estudados, possivelmente devido ao seu pequeno nu-
mero, o que diminui a possibilidade de encontra-las ao micros
copic eletronico, onde apenas uma superficie muito restritado
orgao foi examinada, fato alias, ja referido por HERVONEN el
al. {1979} no ganglio humano.

B - ASPECTOS HISTOQUIMICOS E RADIOQAUTOGRAFICOS
DOS NEURONTOS SIMPATICOS

Natureza do Material Contendo Enxcgrne Radicativo
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A partir da demonstracao, que o tecido nervoso
incorporava squato radidativo (BUSTRCM & ODEBLAD, 1953; FRI-
BERG & RINGERTZ, Jr., 1954, 1956; RINGERTZ, Jr., 1955) estu-
dos subsequentes mostrarah, atraves de analises quimicas que
este sulfato estava conjugado a glicosaminogiicanos (GREEN &
ROBINSON, Jr., 1959; ROBINSON & GREEN, 1962) e predominante -
mente em condroitin-sulfato (KURIYAMA & OKADA, 1971). Mais re
centemente, MARGOLIS & MARGOLIS (1974) comprovaram estes re-
sultados em neuronios e células da glia isoladas do SNC do boi
e do rato.

0 unico trabalho radicautografico que encontra
mos referente a neuronios simpaticos do camundongo {UZMAN et
al., 1973) tambem indicou incorporagdao de sulfatoc radicativo,
em culturas de ganglios, predominantemente no acido condroi-
tin suifato do tipo A.

0s dados radiocautograficos obtidos nesta inves
tigacao, confirmando resuitados preliminares, mostraram que ©
corpo celular dos neuronios simpaticos do camundonge elabora
produtos contendo enxofre radioative. Todavia, nao foi possi-
vel correlacionar a radicatividade presente no citoplasma do
pericario com a presenca de glicosaminoglicanos sulfatados
uma vez que, tanto as tentativas radioautograficas, mediante
tratamento com a hialuronidase testicular, como as reagoes his
toquimicas usadas, mostraram-se infrutiferas. Os testes utili
zados permitiram apenas excluir a possibilidade do material
radiocativo dos neuronijos estar ligado a sulfolipides ou masca
rado por grupos basicos proteicos. Por outroe lado, sabe-se que
a auséncia de coloracdo aos metodos indicativos de grupos aci
dos nem sempre reflete ausencia de glicosaminoglicanos. Em te
cido nervoso normal, nem sempre foi possivel a demonstracao
histoguimica de grupos acidos, apesar de resultados bioquimi-
cos mostrarem sua presenca em quantidades significantes (para
referencias vide FEIGIN, 1980}.

tocalizacac do Mateniaf Contendo Enxcdre Radivativo

Como vimos na introducdaoc deste trabalho, varios
autores (ABORG et al., 1972; PYCOCK et al., 1975; BLASCHKE et
al., 1976; BLASCHKE & UYNAS, 1979 a e b; BLASCHKE, 1979) mos-



traram que o sulfato radicativo esta contido en vesiculas a-
drenergicas 1igado a glicosaminogTicanos. FILLION et al.{1971)
fizeram obéervacaes anﬁ?ogés.na medula adrenal. Esses autores
verificaram, ainda, que tanto nas vesiculas adrenérgicas da a
drenal, como das termina¢Ces simpaticas houve Sempre uma Tnt?
ma correlacao entre a distribuicao do material sulfatado e d;
noradrenalina. Segundo varios investigadores (DAHLSTROM,1965,
1969,1971; DAHLSTROM & HAGGENDAL, 1966, 1967) as vesiculas a-
drenérgicas uma vez formadas no pericario migram rapidamente
para as terminacOes de tal modo que em 30 minutos cercadecin
quenta por cento delas estao fora do pericario (DAHLSTROM ,
1969). Os resultados radicautograficos deste estudo, no entan
to, sugerem que o material radioativo decaiu, no citoplasmado
pericario, migrando para os prolongamento de modo Tento. As-
sim, pode-se presumir que o material radiocativo esta ligadoou
a uma populacao. de vesiculas que permanece na periferia do pe
ricario e dendritos, descrita por ERANKO,0., 1972; ERANKO,L.,
1972; TRANZER & RICHARDS, 1974; RICHARDS & TRANZER, 1975;TRAN
7ER & RICHARDS, 1976) cuja funcao seria a liberacao local de
neurotransmissores (TAXI & SOTELC, 1973; RICHARDS & TRANZER,
1975); ou entao a quaiquer outras estruturas citoplasmaticas.
A determinacado desse fato, so seria possivel de se revelar com
o uso de radioautografia ao nivel do microscopio eletronico,o
que naoc foi possivel por ora. Da mesma forma, fica dificil com
os resultados ao microscopio optico discutir as varias hipote
ses existentes com referencia ao local de biossintese de mate
rial sulfatado, ou seja, no aparelho de Golgi (JENNINGS E FLO
REY, 1956; GOODMAN & LANE, 1964; LANE et al., 1964; BERG, 1870;
YOUNG, 1973; BERG & AUSTIN, 1976; REGGIC & PALADE, 1978) e no
reticulo endoplasmatico 1isc (OLSON, 1969; GEISSLER et ail.,
1977 ; KRONQUIST et al., 1977). Alem disso, nao se pode discu-
tir tambem a possibilidade de que a sulfatacao ocorreriaaO'ni
vel das terminacGes segundo aventado por BLASCHKE (1979),

Capa Celfulan

0 material PAS positivo observado nesta estru-
tura apresentou comportamento similar ao dos granulos basofi-
lTos quando os cortes foram tratados com solventes organicos



antes e apos fixacdo. Como sera discutido abaixe, a interpre-
tacaoc desse fato é-duvﬁdosa, embora seu comportamento frente
aos solventes organicos seja indicativo da presenca de mate-
rial de natureza iip?dica, ja demonstrada bioguimicamente em
membranas plasmaticas e mielinicas (SIMPSON et al., 1976).

Granulos BasofiLos

Granulacoes semelhantes aos granulos basofilos
observados em cortes semifinos de material osmificado foram re
feridos em neuronios de varias especies de animais (HYDEN ,
1960; SHANTA et al., 1969) e invariavelmente interpretadas co
mo pigmentos, dentre os qguais a lipofuscina parece ser o mais
comum. A analise histoquimica neste trabalho revelou que o €on
teudo granular se comportou por sua reatividade ao PAS eao Su
dan black de forma similar a dos precursores da lipofuscina
(PEARSE, 1972) ou dos propigmentos contidos em granulos inter
pretados como lisossomes (KOHL, 1968). Esse comportamento his
toquimico e compativel com a interpretacdoc de que nos granulos
existe ou uma mistura de carboidratos e lipideos ou entao de
um complexo glicolipidico. Todavia, as tentativas para se dis
tinguir qual dessas alternativas era a correta em material fi
xado e a fresco, com o emprego de solventes organicos, deram
resultados conflitantes. Em material fixado, o5 granuios re-
sistiram ao tratamento, comportando-se como se fosse uma mis-
tura de carboidratos e lipideos. Ao contrario, em material nao
fixado, foram removidos pelos solventes comportando-se como um
glicolipide. Nesse particular, o conteudo dos granulos apre-
sentou o mesmo comportamento descrito por KOENIG (1962) em gra
nulos de neuronios e outros tipos celulares de SNC os quais fo
ram interpretados como lisossomos contendo um glicelipide,con
jugado a uma proteina, formando um complexo glicolipoproteico,
no qual, a fracao proteica seria responsavel por sua insolubi
lidade nos solventes organicos em material fixado. Contudo e
preciso lembrar que a resisténcia a solventes organicos em ma
terial fixado nao parece ser uma propriedade exclusiva de gl1i
co]ipoproteinas; uma vez que, e tambem apresentada pela Tlipo-
fuscina {(vide referencia em HYDEN, 1960). Também a reativida-
de ao PAS em material Tipidico, segundo PEARSE (1972) nem sem



pre e ev1denc1a de sua natureza g11c0]1p1d1ca pois, grupos
a]de1d1cos podem ser produz1dos, pela 0x1dacao ‘com o acido pe
r10d1c0, a partir de fosfat1deds insaturados. Consistente com
essa exp11cacao sao as observacoes de KOHL (1968) que mostrou,
em celulas ep1d1d1mar1a5 humanas, granu]os positivos ao PAS,
ao Sudan black e @ hemateina acida; esta 0ltima considerada
por LISON (1960), altamente satisfatoria para a indicacdao da
presenca de fosfolipideos.

Por outro lado, pelo seu tamanho e distribui-
¢ao, 0s granulos basofilos devem corresponder aos corpos den-
sos observados ao M.E. Assim e 1icito supor gue estas estru-
turas contem propigmentos (KOHL, 1968) ou produtos intermedia
rios que se formam ao longo da histogenese da 1ipufuscina(PEA5
SE, 1972) de natureza lipidica complexa pela associacgdo COm

carboidratos e ou proteinas.
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RESUMO

O0s ganglios simpaticos toraco-lombares de ca-
mundongos foram descritos ao microscopio optico e eletronico.
Ao nivel do microscopio optico fez-se, ainda, um estudo.histg
quimico de carboidratos e 1ipides, bem como da biossintese de
macromoleéculas sulfatadas atraves da radicautografia apos in-
jecdo de Nap35S04.

A substancia de Niss] apresentou—se composta
de cisternas do REr e ribossomos. Algumas cisternas apresenta
ram-se com extremidades ]ivres de ribossomos e contendo cons-
triccoes entre as partes lisa e rugosa, o que, sugere a libe-
racao de vesiculas e ou tubulos envolvidos na  transferencia
de material deo REr para o Goigi.

0 aparelho de Golgi, formado de varios dictios
somos ao redor do nucleo, ndo apresentou nenhum material 6165
tron-denso nos seus saculos. Nas proximidades destes foram en
contradas numerosas vesiculas, de diferentes aspectos, das
quais, aquetas contendo granulos parecem Ser as grandes vesi-
culas de transporte e armazenamentoc de monoaminas.

Corpos densos de tamanho e forma variéveis,pog
sivelmente lisossomos secundarios, contendo substancia de na-
tureza lipidica complexa no seu interior encontraram-se espa-
lhados pelo pericario. Estas estruturas parecem corresponder
aos granulos basdafilos, PAS positivos e sudandfilos observa-
des ao M.O.

Celulas satélites formam uma Unica camada re-
vestindo o corpo neural e seus prolongamentos. Expansces digi
tiformes de seu citoplasma e invaginagoes na superficie do neu
ronio subjacente sugerem a existencia de troca de material en
tre essas celulas. |

0s dendritos e axonios foram facilmente identi
ficados, porem, a nao ser ao nivel das terminacoes nao foi pes
sTvel a distincio entre axanios pre e pEs—ganglionarés.

As fibras nérvosas intraganglionares sac predo
minantemente amielinicas. Ao lado de fibras mielinicas ocasio
naimente observadas, foram, tambem, vistas fibras denominadas
por outros autores de tunicadas e que talvez representem uma



fase de transicao entre as fibras mielinicas e amielinicas.

Sinapses axodendriticas sdo as mais frequentes
e nenhuma terminacao adrenergica fof encontrada sobre o peri-
cario ou seus prolongamentos. Alem das sinapses convencionais
observaram-se contatos dendrodendriticos e dendro-somaticos
sem vesiculas no citoplasma subjacente. Estes contatos, prova
velmente, sao zonas de transmissao electrotonica.

No tecido intersticial dos ganglios encontra-
ram-se celulas fusiformes com prolongamentos longos e finos e
citoplasma repleto de vesiculas pinocitoticas que foram deno-~
minadas celulas vacuolizadas. Estas celulas, cujos prolonga-
mentos se estendem na direcao de pequenos vasos, possivelmen-
te sejam um tipo de glia envolvida no transporte de substan-
cias atraves de suas vesiculas.

Nas superficies livres de endoteliocitos de al
guns vasos foram observadas microvilosidades envolvidas na for
macao de vesiculas de macropinocitose, presumivelmente liga-
das a processos de degradacdo intracitoplasmatica.

Nao foi possivel encontrar nenhuma celula SIF
ou cromafin, no parenquima gang]ionar.'As demais estruturas
dos neuronios ou do tecido intersticial ndo apresentaram as-
pectos diferentes do que tem sido descritc na Titeratura.

A analise radioautografica mostrou que a rea-
c3o radicativa sobre o citoplasma dos neuronios era difusa,au
mentando progressivamente de 0 a 6 horas péra decrescer nos pe
riodos subsequentes (24 e 48 h) quando entadao a reacao comegou
a aparecer nos prolongamentos, revelando esse fato que o trans
porte do material marcade pelo enxofre era lento. A natureza
desse material nao pode ser identificada com os metodos histo
quimicos utilizados. A possivel reiacdo deste material marca-
do com as vesiculas adrenergicas foi discutida.

Granulos basofiles difusos no pericario conten
do material lipidico foram relacionados com ©s corpos densos

observados ao M.E.
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