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ABSTRACT

The paraphysis is a neuroepithelial structure, considered a circumventricular
organ, located between the cerebral hemispheres. It is present, with few exceptions,
in the majority of lower vertebrates. In humans, the paraphysis appears in a short
embryonic period and in some cases it’s the location of the colloidal cysts in the third
ventricle. Our aim was to study the location and the morphological aspects of the
paraphysis of the turtle Trachemys scripta dorbigni, to verify regional differences
between the epithelial cells, the presence of supraependymal elements, proeminent
cytoplasmatic organelles, lipids, glycogen and ferritin. In the work were utilizing
twenty-four turtles. Twenty animals were fixed by intracardiac perfusion with a
mixture of glutaraldheyde, paraformaldheyde and phosphate buffer and four animals
were fixed by immersion utilizing the same solution, but with cacodilate buffer. In
some animals, Evans blue was injected to demonstrate the vascular permeability of
the paraphysis. The methods used were PAS, Prussian blue, Gomori acid
phosphatase, Gomori tricrome, toluidin blue and HE., conventional scanning and
transmission electron microscopy. The paraphysis is anatomically related to the
choroid plexus of the third ventricle, cranially and posteriorly related to the pineal
complex and with the meningeal coverings (Fig. 1). The paraphysis is constituted by
a simple cuboidal epithelium. The nucleus is central and round with at least one
evident nucleolus (Fig. 2). The ultrastructural prominent features were the existence
of many dense bodies, mitochondrias and lipid droplets, mainly in the apical position

of the cells. It was possible to detect few PAS-positive granules in the cytoplasm of



the epithelial cells and ferritin granules were very scarce. Remarkable intercellular
spaces were observed chiefly when the material was fixed by perfusion. In the
scanning electron microscopic preparations it was clearly observed that the epithelial
cells surface presents microvilli and cilia distributed in tufts detected in the central
position of the cell. No differences related to the epithelium surface (ventricular face)
were observed. The tubules of the paraphysis presents branches that communicate by
themselves (Fig. 1). Macrophagic cells were a constant finding on the epithelial cells
surface (Fig. 3). The connective tissue of the paraphysis presents many sinusoids
vessels, mast cells, fibroblasts and collagen fibers (Fig. 4). The intrarterial
administration of Evans blue reveals the absence of the blood-brain barrier, probably
linked to the presence of fenestrated endothelium (Fig. 5). We concluded that the
paraphysis of the turtle Trachemys scripta dorbigni is a circumventricular organ as
long as it has a ventricular association, is extremely vascularized and by the absence
of the blood-brain barrier. Because the presence of vesicles and granules in the
cellular surface of the paraphyseal cells, fenestrae and macropynocitotic vesicles in
the vascular endothelium, we suggest that this structure can discharged different

elements to the ventricular system and contribute, also, to the liquor formation.



RESUMO

A parafise € uma estrutura neuroepitelial, considerada como um 6rgdo
circunventricular, localizada entre os hemisférios cerebrais e, com poucas excegdes,
presente na maioria dos vertebrados inferiores. No homem, a parafise estd presente
durante um curto periodo embrionario e em alguns casos ¢ sede de cistos coloidais do
III° ventriculo. O objetivo deste trabalho foi estudar a localizagdo e os aspectos
morfologicos da parafise da tartaruga Trachemys scripta dorbigni, para verificar
diferencas regionais entre as células epiteliais, a presenca de elementos supra-
ependimarios, organelas citoplasméticas mais proeminentes e inclusdes como lipidios,
glicogénio e ferritina. Neste trabalho foram utilizadas um total de 24 tartarugas. Dezoito
animais foram fixados através de perfusdo intracardiaca com a mistura de glutaraldeido,
paraformaldeido e tampdo fosfato e 4 animais foram fixados por imersdo na mesma
solugdo fixadora, porém utilizando o tampdo cacodilato. Para demonstrar a
permeabilidade vascular da parafise dois animais foram injetados com o corante azul de
Evans. Os métodos usados para nossos estudos morfologicos foram o P.A.S., o azul da
Prussia, a fosfatase acida de Gomori, o tricromo de Gomori, o azul de toluidina, a
hematoxilina-eosina, e a microscopia eletronica de varredura e transmissdo
convencional. A paréafise da tartaruga Trachemys scripta dorbigni esta ventralmente
relacionada com plexo cordide do HI° ventriculo, cranial e posteriormente com o
complexo pineal e envolvida por envoltorios meningeos. A parafise constitui-se de um

epitélio simples cuboidal. O nicleo destas células € central e arredondado com um



nucléolo bem evidente. As caracteristicas ultra-estruturais mais proeminentes foram a
presenga de numerosos corpos densos, mitocondrias e goticulas de lipidios, todos estes
localizados principalmente na posicdo apical da célula parafiseal. Granulos de
glicogénio e ferritina foram raramente encontrados. Grandes espagos intercelulares
foram observados principalmente quando o material foi fixado por perfuséo.
Observagdes ao microscopio eletronico de varredura demonstraram claramente que a
superficie das células epiteliais da paréafise apresentam numerosas microvilosidades e
tufos de cilios, estes ultimos localizados centralmente. Nenhuma diferenga regional foi
observada ao longo da superficie parafiseal (face ventricular). Os tibulos da parafise
apresentam ramifica¢des que provavelmente conectam-se entre si. Células macrofagicas
sdo constantes na superficie epitelial ventricular. No tecido conjuntivo estdo presentes
muitos capilares sinusoidais, mastocitos e fibrilas colagenas. A administrago intrarterial
de azul de Evans revelou a auséncia de barreira hemato-encefalica, provavelmente
devido a presenca de fenestras no endotélio vascular. Pelos resultados obtidos,
concluimos que a parafise da tartaruga 7Trachemys scripta dorbigni é um o6rgio
circunventricular pois € uma estrutura que esta relacionada ao sistema ventricular, é
altamente vascularizada e ndo apresenta barreira hemato-encefalica. Devido a presenca
de vesiculas e granulos na superficie celular das células parafiseais, fenestras e vesiculas
de macropinocitose no endotélio vascular da parafise sugerimos que esta estrutura seja
capaz de liberar substincias para o interior do sistema ventricular contribuindo também,

em parte, para a formag&o do liquor.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O SISTEMA

VENTRICULAR

O sistema nervoso central (SNC) de todos os vertebrados é uma estrutura
tubular oca, repleta de liquor. O tubo nervoso se desenvolve no embrido como uma
prega do ectoderma superficial. Os labios dorsais do sulco se aproximam e se
fundem em dire¢do caudo-rostral até que se feche toda a estrutura. Os ventriculos
encefilicos e o canal central da medula sdo o resultado da formagdo deste tubo neural

e estio normalmente intercomunicados, inclusive no adulto. Todo este tubo €
revestido por um epitélio simples (SARNAT & NETSKY, 1976; O'RAHILLY &
MULLER, 1990).

Nos estagios iniciais do desenvolvimento, a porgdo rostral do tubo neural
forma trés vesiculas primarias: o prosencéfalo ou encéfalo anterior, o mesencéfalo ou
encéfalo médio e o rombencéfalo ou encéfalo posterior. Do prosencéfalo emergem
posteriormente duas vesiculas secundérias telencefalicas (futuros hemisférios
cerebrais) e uma vesicula diencefilica que dard origem ao diencéfalo (talamo,
hipotalamo, epitalamo e subtdlamo). Enquanto o mesencéfalo permanece sem se
dividir durante o desenvolvimento do cérebro, o rombencéfalo origina o metencéfalo
(ponte e cerebelo) e o mielencéfalo (bulbo). As grandes cavidades das vesiculas
cerebrais originam o sistema ventricular do encéfalo e a cavidade caudal da origem

ao canal central da medula espinhal (MARTIN, 1998).



O ventriculo lateral esta presente em cada um dos hemisférios cerebrais. Cada
uma dessas cavidades liga-se ao ITI° ventriculo, situado no diencéfalo, através do
forame interventricular. Na altura da ponte e do bulbo, localiza-se o IV° ventriculo
que se comunica cranialmente com o III° ventriculo, através do aqueduto cerebral, e
caudalmente com o canal central da medula espinhal. Na maior parte da extensdo do
encéfalo, os ventriculos estdo circundados por suas espessas paredes de tecido
nervoso. Em duas regides, entretanto, as paredes sdo delgadas: na unido dos
hemisférios cerebrais com o diencéfalo e no teto do IV® ventriculo. Em cada uma
dessas areas desenvolve-se um plexo cordide ricamente vascularizado. O liquor
presente nas cavidades ventriculares passa para o espago subaracnoideo via forames
laterais (de Luscka) e medial (de Magendie) (SARNAT & NETSKY, 1976, ROMER
& PARSONS, 1985).

Além destes quatro ventriculos cerebrais, descritos acima, ainda temos os
chamados ventriculos olfativos (continuagdo dos ventriculos laterais) que sdo
pequenas cavidades dos bulbos olfatdrios, presentes em alguns animais, mesmo na
vida adulta (SARNAT & NETSKY, 1976).

A medula espinhal de todos os vertebrados possui um canal central ou canal
ependimario, que como o proprio nome sugere, também ¢é atapetado por células

ependimarias (SARNAT & NETSKY, 1976).



1.2. REVESTIMENTO DAS CAVIDADES VENTRICULARES E

DO CANAL CENTRAL DA MEDULA

1.2.1. EPENDIMA

O epéndima é uma camada de células epiteliais, remanescentes do
neuroepitélio embrionario, que reveste as paredes dos ventriculos cerebrais ¢ o canal
central da medula espinhal. A célula mais comumente encontrada revestindo os
ventriculos cerebrais e o canal central da medula espinhal € a célula ependimaria,
cuja morfologia € bastante variada, podendo apresentar cilios e microvilosidades. A
superficie que recobre os ventriculos, é composta pela ldmina ependimaria e em
determinados pontos, pelos plexos cordides ( WEINDL e cols., 1972; MESTRES,
1978, WEISS, 1983; PETERS e cols., 1991).

Em ratos, as células neuroepiteliais que originam as células ependimarias
iniciam sua proliferacdo logo apdés a formagdo da placa neural A formagdo do
epéndima no cérebro do rato segue um gradiente caudo-rostral. A divisdo mitdtica é
uma caracteristica conspicua do epéndima durante o desenvolvimento embrioldgico e
no recém-nascido, enquanto que no adulto, esta atividade mitdtica é rara (BRUNI,
1998).

As células ependimérias possuem muitas microvilosidades em sua superficie
luminal e os cilios, quando presentes, sio menos abundantes que as
microvilosidades. Estas células mantém-se unidas as células vizinhas através de um
complexo juncional, que inclui as jungdes oclusivas e a zbnula de aderéncia.

Normalmente estas células possuem um actmulo apical de mitocdndrias, além de



apresentar feixes de filamentos (SARNAT & NETSKY, 1976, WEISS, 1983,
BRUNI, 1998).

As células ependimarias que revestem o III° ventriculo tém sido muito
estudadas. O ter¢o superior deste ventriculo € forrado por células ciliadas, j4 o seu
assoalho é atapetado por células poligonais e alinhadas. Sua superficie apresenta
microvilosidades, “blebs” e freqiientemente um cilio unico, em posig¢do central. Em
ris Rana temporaria, a maioria da superficie do III° ventriculo apresenta-se
densamente ciliada, podendo ser observadas protrusdes bulbosas que podem ser tanto
bulbos terminais intraventriculares de dendritos de neurdnios secretores, como
grandes extensdes citoplasmaticas de células ependimarias (DE WAELE &
DIERICKX, 1979; FLAMENT-DURAND & BRION, 1985).

MESTRES & RASCHER (1994) descreveram em pombos que a superficie da
célula ependimaria pode possuir microvilosidades, cilios e “blebs” que estdo
distribuidos de formas desiguais ao longo dos ventriculos. Segundo esses autores,
estas diferengas ependimarias podem ser funcionalmente importantes, pois estudos
com peroxidase injetada no liquor, particularmente dentro dos ventriculos cerebrais,
demonstraram evidente permeabilidade do epéndima para esse tragador em locais
distintos.

Observando-se a camada ependimaria de macacos, ao microscopio eletrdnico
de varredura, quatro tipos de células podem ser observadas: células ciliadas; células
com numerosas microvilosidades e um unico cilio; células com protrusées (“blebs™)
que se formam no centro da superficie apical e possuem microvilosidades nas bordas.
Podem ocorrer também células desprovidas destas estruturas com microvilosidades

ocasionais nas bordas (COATES, 1977, MESTRES, 1978).



Em preguicas Bradypus tridactylus, a superficie ependimaria ndo difere
significativamente de outros animais e do proprio homem. A presencga de cilios e
microvilosidades é uma caracteristica constante da superficie do revestimento
epitelial; o aspecto geral varia um pouco de uma regido para outra. Areas ricas em
cilios sio normalmente mais irregulares. As microvilosidades normalmente sio
consideradas estruturas que aumentam a superficie de absor¢do da célula
ependimaria, mas também podem ser consideradas como estruturas que participam
da secregdo, como foi descrito para certas areas ependimarias, como a eminéncia
mediana (FERRAZ DE CARVALHO e cols., 1983).

Em humanos, o sistema ventricular € totalmente ciliado. Foram encontrados

cilios em diferentes locais do III°, IV® e ventriculos laterais (WORTHINGTON &

CATHCART, 1963).

1.2.2. TANICITOS

Tanicito € uma variedade de célula encontrada na cobertura ependimaria ao
longo dos ventriculos laterais (HETZEL, 1977), III° ventriculo (CARD & RAFOLS,
1978; BURNET & FELTEN, 1981; SCHNEIDER & CONTU, 1979), IV® ventriculo
(CUMMINGS & FELTEN, 1979; FELTEN & HARRIGAN, 1980) e canal central da
medula espinhal (RAFOLS & GOSHGARIAN, 1985; BRUNI & REDDY, 1987).
Morfologicamente, os tanicitos apresentam um corpo celular (localizado na camada
ependimaria), uma regifo que emerge da base do corpo, denominada de pescogo e,
finalmente, uma cauda. Esta cauda pode ser longa ou curta, Gnica ou ramificada,

podendo se relacionar com vasos sanguineos, pia-mater ou ainda elementos nervosos.



(MILLHOUSE, 1971; FLAMENT-DURAND & BRION, 1985; PETERS e cols.,
1991).

A superficie dos tanicitos que se projeta para o interior dos ventriculos possui
extensdes citoplasmaticas delgadas e ocasionalmente ramificadas (PETERS e cols.,
1991). A relagdo dos tanicitos com os ventriculos e com a vascularizagdo tém sido
citada como evidéncia de que eles transportam elementos entre o liquor e o sangue.
Através de um estudo envolvendo os tanicitos do teto optico de teledsteos, atribuiu-

se a eles também uma fungio secretora (MILLHOUSE, 1971, BURNET & FELTEN,

1981).

1.3. ESTRUTURAS SUPRA-EPENDIMARIAS

Como o proprio nome sugere, as células supra-ependimarias localizam-se
sobre a cobertura ependimaria. Estes elementos estdo presentes principalmente em
areas ndo ciliadas, especialmente no III° ventriculo (por¢do ventral) e podem ser de
dois tipos: prolongamentos neurais e células macrofagicas (LOW, 1982).

Os macrofagos intraventriculares podem ser classificados em trés grupos
distintos: as células do epiplexo, as células supra-ependimarias ou “free- floating
cells”. As células do epiplexo, apresentam-se relacionadas com a superficie
ventricular dos plexos cordides de vertebrados “superiores”. Em vertebrados
inferiores estas mesmas células sdo chamadas de células de Kolmer. As células
supra-ependimarias localizadas no limen ventricular e as também chamadas “free-
Sloating cells” relacionam-se com a camada ependimaria dos ventriculos (KOLMER,

1921; KAPPERS, 1953; LING e cols. 1998).



Uma célula tipica do epiplexo contém de 3 a 5 prolongamentos
citoplasmaticos que emanam do corpo celular. Destes prolongamentos, surgem
algumas ramifica¢bes delgadas firmemente ancoradas as microvilosidades do epitélio
coroidal. Ultra-estruturalmente, as células do epiplexo apresentam um nucleo oval
caracterizado pela marginizagdo de seus grupos de cromatina € por apresentar um
nucléolo evidente. O citoplasma abundante contém um nimero variavel de vaciolos,
um complexo de Golgi bem desenvolvido, alguns granulos eletrodensos semelhantes
a lisosomas e cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (LING e cols., 1998).

Os chamados Jliquor-contacting neurons também s3o considerados elementos
supra-ependimarios. O sistema nervoso central de deuterostdmios, equinodermos e
protocordados é composto principalmente por neurénios semelhantes aos que estio
em contato com o liquor. Por isso, VIGH & VIGH-TEICHMANN (1998), sugeriram
que os neurdnios em contato com o liquor representam células primitivas ou
protoneurdnios. A maioria das células nervosas do sistema nervoso de vertebrados
-sdo isoladas do liquor pelo epéndima. Ha, no entanto, varias areas da parede
ventricular, onde alguns neur6nios ultrapassam o limite ependimario enviando um de
seus prolongamentos, dendritos ou axdnios, ou mesmo seu pericario para o interior
da cavidade ventricular (VIGH & VIGH-TEICHMANN, 1998).

WITTKOWSKI (1968) e¢ VIGH-TEICHMANN e cols. (1969, 1971)
identificaram terminagdes intraventriculares de neurdnios em contato com o liquor
em varias regiGes da parte dorsal do III° ventriculo. A estes elementos neurais
intraventriculares foi atribuida uma fungdo receptora. A maioria dos neurdnios em
contato com o liquor reside no hipotadlamo e na medula espinhal (VIGH e cols.,

1983; VIGH & VIGH-TEICHMANN, 1988, 1992, 1998).



1.4. ORGAOS CIRCUNVENTRICULARES (OCVs): uma visio

geral

Os OCVs sio regides especializadas do SNC que se distribuem ao redor dos
ventriculos, principalmente relacionados com o II° ventriculo. Sdo reconhecidos
como conexGes importantes, estrutural e funcionalmente, entre o liquor, o tecido
nervoso € o sistema circulatorio. Os OCVs sdo estruturas altamente vascularizadas,
sempre em contato com um dos ventriculos cerebrais. Portanto, possuem uma
camada de células ependimarias que apresentam diferengas com o restante das
paredes do sistema ventricular. Uma das caracteristicas morfofuncionais dos OCVs,
com exce¢do do 6rgdo subcomissural, € a auséncia da barreira hemato-encefalica,
justificada pela presenga de capilares fenestrados e facilmente demonstrada pelas
técnicas de injecOes intravasculares de corantes vitais ou de outros tragadores
(WEINDL e cols., 1972; WEINDL & SCHINKO, 1977, MESTRES, 1978; LOW,
1982).

Os OCVs relacionados ao III° ventriculo sdo a neurohipéfise, a eminéncia
mediana, o 6rgdo vascular da ldmina terminal, o saco vascular, o 6rgéo subfornicial,
o orgdo subseptal, o 6rgdo subcomissural, o 6rgdo vascular hipotaldmico, o saco
dorsal, o véu transverso, o septo ependimario, a pineal, a parapineal e a parafise. Na
altura do IV® ventriculo encontra-se a area postrema. Os plexos cordides estio em
contato com as quatro cavidades ventriculares (DORN, 1955, DIEDEREN, 1975;
PANZICA, 1979, SCHNEIDER, 1982; ACHAVAL & SCHNEIDER, 1984
TSUNEKI, 1986; FRIZZO, 1992; MESTRES & RASCHER, 1994; DELMANN,

1998; WITTKOWSKI, 1998).



1.5. ORGAOS CIRCUNVENTRICULARES ADJACENTES A

PARAFISE

1.5.1. VEU TRANSVERSO (VT)

Com exce¢do dos mamiferos, todos os vertebrados apresentam um véu
transverso bem desenvolvido e bem delimitado (KAPPERS, 1955).

O véu transverso aparece entre o saco dorsal e a parafise ou entre o saco
dorsal e a tela cordidea telencefalica. Ele nio é um oOrgdo circunventricular
independente, mas € considerado como sendo parte do saco dorsal ou da tela
coroidea. Na sua forma tipica, a parede rostral do véu transverso é constituida por
uma parte caudal da tela cordidea telencefalica e a parede caudal do véu transverso é
constituida pela parede rost;;al do saco dorsal. Na literatura antiga, a identificagdo de
estruturas membranosas epitalimicas, tais como véu transverso, plexo corbide, saco

dorsal e parafise é um tanto confusa (TSUNEKI, 1986).

1.5.2. SACO DORSAL (SD)

O saco dorsal foi descrito em peixes e em alguns animais tetrapodes. Em
tetrapodes o saco dorsal estd ausente ou é pouco desenvolvido. Entre as diferentes
espécies de peixes, a organizagdo e as caracteristicas histologicas desta estrutura sio
variaveis. Nestes animais pode haver uma relagio funcional, que se estabelece por

conexdes capilares, entre o saco dorsal e a pineal. Em alguns desses vertebrados, a
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pineal € parcialmente ou quase que completamente coberta pelo saco dorsal. Na
lampréia, o saco dorsal esta presente no teto do III° ventriculo. Em peixes Bathylagus
wesethi, as células do saco dorsal apresentam grandes espagos intercelulares e
contém microtubulos, numerosas mitocondrias e estruturas semelhantes a gotas de
lipidios. A superficie livre destas células € revestida por cilios e microvilosidades
(McNULTY, 1976; GREGORECK e cols., 1977, TSUNEKI, 1986).

Uma vez que o saco dorsal é continuo com o plexo cordide do teto
diencefalico e similar a ele, pode-se considera-lo como sendo um plexo cordide

modificado filogeneticamente (GREGORECK e cols., 1977).

1.5.3. SEPTO EPENDIMARIO (SE)

O septo ependimario foi descrito somente em peixes Polipterus e
Erpetoichthys (Fig.1A e 1B). Sua extremidade ventral ¢ dilatada e contém saculos da

parafise. Caudalmente, o septo limita-se com o saco dorsal (TSUNEKI, 1986).

1.5.4. PINEAL OU EPIFISE CEREBRAL (P)

A pineal € uma glindula enddcrina, impar e mediana. Em todos os
vertebrados a pineal origina-se embriologicamente no teto do ITI° ventriculo, entre as
comissuras habenular e a posterior MACHADO, 1993).

Em tartarugas Pseudemys scripta elegans a pineal localiza-se entre o seio
sagital e o saco dorsal. Morfologicamente a pineal consiste de um corpo tubular

orientado horizontalmente, com o parénquima mais ou menos invaginado para o
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interior do limen, e uma haste tubular, em forma de “ S ”, orientada verticalmente.
Rostralmente a pineal se relaciona com a parafise e ventralmente com o plexo
coroide do III° ventriculo. O limen da pineal ndo se abre para conectar-se com o III°
ventriculo. A auséncia de comunicagdo direta do limen da pineal com o III°
ventriculo também foi assinalada por HOFFMAN (1970), em queléneos. Por isso
sugere-se que as secregdes da pineal ndo tenham acesso facilitado para o liquor. Em
tartarugas, o hormdnio da pineal (melatonina) € liberado para o interior da circulagdo
sistémica via seio sagital (KLEITER & LAMETSCHWANDTNER, 1995). Outra
fungdo atribuida a pineal seria a liberagdo de polipetideos para a circulagio sistémica,
determinando assim, uma atividade gonadotréfica (REITER e cols., 1976).

Em répteis, a melatonina parece atuar nos ritmos circadianos, mas nio
determina as fungdes do relogio biologico. O fotoperiodo e a temperatura sdo os
principais fatores ambientais que afetam o ritmo de secre¢do da melatonina. Nestes
animais a melatonina regula a atividade locomotora circadiana (FILADELFI &
CASTRUCCI, 1996).

Na maioria das aves a pineal estd presente, embora a pineal de passaros petrel
e de corujas sejam atrofiadas (QUAY, 1972).

Entre os mamiferos, alguns edentados e ceticeos ndo possuem pineal
(VOLLRATH, 1981).A pineal de roedores Gerbillus adultos consiste de trés regides
distintas: uma pineal superficial, uma haste e uma glindula pineal profunda (JAPHA
e cols., 1977). Em camundongos, a pineal é uma estrutura parenquimatosa que se
origina do diencéfalo, entre a comissura habenular e a comissura posterior, sendo

formada histologicamente por pinealocitos (GREGOREK e cols., 1977).
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1.5.5. PARAPINEAL (OLHO PARIETAL) (PP)

A parapineal ou olho parietal € uma estrutura com caracteristicas semelhantes
a de um olho, localizada num orificio que fica entre os ossos parietais de alguns
vertebrados inferiores (MILLER, 1961).

A parapineal € o unico 6rgdo circunventricular que ocorre em varios grupos
de vertebrados filogeneticamente nfo relacionados, e que mostra uma grande
variagdo dentro de cada grupo. Esta estrutura € encontrada em diferentes espécies de
animais, tais como a lampréia, peixes Amia, Anguilla e Odontobutis, ras (6rg5§
frontal), anfibios Xenopus (6rgdo frontal) e lagartos Takydromus (olho parietal)
(TSUNEK]I, 1986; FILADELFI & CASTRUCCI, 1996).

A parapineal dos peixes Odontobutis ¢ muito pequena e esta localizada no
lado esquerdo da haste proximal da pineal. A parapineal de peixes Amia, é
considerada um ramo da pineal que torna-se sOlida e afila-se até a Aarea
intercomissural. Em teledsteos adultos, a parapineal €, na maioria das vezes,
atrofiada. Portanto, € dificil determinar se esta estrutura é a parapineal ou se € uma
regido especializada da habénula. O 6rgéo frontal de anfibios Rana e Xenopus nio
possui um lamen distinto e suas células sfo dificeis de serem observadas. O olho
parietal em lagartos Takydromus possui um limen distinto ¢ é bem diferenciado
histologicamente (TSUNEKI, 1986). Em lagartos Anolis carolensis, o olho parietal é
formado por células fotosensitivas e ganglionares (MILLER 1961).

Em répteis, o olho parietal (parapineal), localizado no forame parietal, foi

demostrado somente em lagartos adultos (KORF & OKSCHE, 1986).
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A parapineal auxilia na regulagio dos ciclos biologicos sazonais, tais como a
reprodugdo e a atividade metabolica, que dependem, em alguns casos, da luz

ambiental para sua sincronizagio (FIRTH & KENNAWAY, 1980).

1.5.6. COMPLEXO PINEAL E SEU RELACIONAMENTO COM

O ORGAO PARAPINEAL E A PARAFISE

A pineal de vertebrados pecilotérmicos, tais como: cicléstomos,
elasmobrinquios, teledsteos, anfibios e répteis, origina-se de uma evaginagdo do teto
diencefélico entre as comissuras habenular e posterior, € associa-se com o 6rgdo
parapineal para formar o complexo da pineal. Muitas espécies de lagartos e tuataras
(lagartos noturnos) possuem um complexo pineal formado pela pineal e parapineal.
O parénquima do complexo pineal é constituido por pinealdcitos, células gliais e
neurdnios (TEO e cols., 1993; FILADELFI & CASTRUCCI, 1996).

Em espécies inferiores, o complexo da pineal ¢ formado por um saco,
freqiientemente aberto para o III° ventriculo, revestido por células sensoriais,
ependimarias e ganglionares (HOFFMAN, 1970). Em camundongos, cobaias e
hamsters, o saco pineal que ¢ uma extensio do plexo cordide do III° ventriculo forma
o teto da parte rostral do diencéfalo. Histologicamente, o saco pineal possui muitas
vilosidades que sdo revestidas por epitélio simples cuboidal e contém um centro de
tecido conjuntivo altamente vascularizado (GREGOREK e cols., 1977).

Em vertebrados inferiores, o complexo pineal ¢ responsavel pelo ciclo dia-
noite. Caracteristicas ambientais sdo utilizadas por varios répteis e peixes para

manter ciclos anuais de crescimento, atividades espontineas e reproducio. Em
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répteis e peixes, a intensidade e duragdo da luz modificam a atividade sensorial, a

morfologia e, algumas vezes, a atividade de secre¢do da pineal (HOFFMAN, 1970).

1.5.7. PLEXOS COROIDES (PCs)

O termo plexo cordide € usado para definir uma dobra vascularizada de pia-
mater, coberta na sua superficie externa por um epitélio derivado da cobertura
ependimaria (1amina epitelial) dos ventriculos. Em sua extremidade livre, os plexos
cordides sdo invaginados para o interior dos ventriculos, e sua superficie é
aumentada por muitas projecdes. Tais projecdes consistem de delgadas vilosidades
compostas por uma camada de cé€lulas epiteliais simples envolvendo capilares e
pequena quantidade de tecido conjuntivo frouxo. Em animais adultos, as células dos
plexos cordides diferem daquelas do epéndima por apresentarem numerosas
microvilosidades na sua superficie apical e um pequeno numero de cilios; ja as
células ependimarias possuem microvilosidades curtas, delgadas e esparsas e os
cilios estdo presentes em grande nimero (PETERS & SWAN, 1979; PETERS e
cols., 1991).

KAPPERS (1950), através de um estudo em anfibios, sugeriu que a origem
dos plexos cordides era no teto diencefélico, proximo ao véu transverso. O véu
transverso ¢ também considerado um plexo cordide modificado que forma, junto
com a ldmina terminal, uma fronteira arbitraria entre o diencéfalo e o telencéfalo.

Os plexos cordides sdo formados pela proliferagdo intraventricular de células

ependimarias durante o desenvolvimento embrionario, terminando em numerosas
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pregas e tubulos neuroepiteliais que se projetam para o interior das cavidades
ventriculares (SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966b).

Micrografias eletrdnicas dos plexos cordides de ratos mostram que eles
possuem trés regibes distintas. A superficie ventricular ¢ formada por células
ependimarias colunares com muitas microvilosidades, mas nenhum cilio. As partes
laterais ¢ a base das células estdo inseridas dentro de numerosos prolongamentos
citoplasmaticos interdigitados e proximo a superficie luminal, as células sdo unidas
pela zdnula de adesdo e pela zOnula de oclusdo (tight junctions). A superficie basal
dessas células ependimarias modificadas repousa sobre uma ldmina basal continua
(WEISS, 1983).

Em répteis e anfibios os plexos cordides sdo em nimero de quatro, um para
cada ventriculo. Os plexos corodides dos ventriculos laterais estdo dispostos em forma
de ferradura, tomando-se por referéncia a fissura cordidea. O plexo cordide do III°
ventriculo consiste de duas dobras paralelas, ao longo da linha média sobre a
superficie ventral do teto do III° ventriculo. Os plexos cordides do IV® ventriculo
também consistem de duas dobras longitudinais, localizadas na superficie ventral da
porgdo mais baixa do teto ventricular. Esses plexos possuem a forma de um T e cada
ramificag@o horizontal do “T” estende-se lateralmente para fora, ao longo da fissura
cerebelar, no interior do recesso lateral do IV® ventriculo, onde ele passa através do
forame lateral, atras do pedunculo cerebelar inferior (corpo restiforme). Grande parte
do plexo cordide do IV® ventriculo € vista macroscopicamente sobre a superficie do
vermis cerebelar (NETSKY & SHUANGSHOTI, 1975).

A estrutura microscopica dos plexos cordides de todos os vertebrados é muito

semelhante (KAPPERS, 1956b, SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966b;
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DOHRMANN, 1970). Em geral, o epitélio coroidal consiste de uma camada simples
de células cuboidais, com nicleos arredondados no centro da célula, possuindo um
ou mais nucléolos. O citoplasma geralmente € claro com algumas inclusdes
(pigmentos, lipidios, etc). As mitocOndrias possuem ultra-estrutura tipica, e estdo
distribuidas por todo o citoplasma, assim como o reticulo endoplasmatico rugoso,
poliribossomas livres, lisosomas e corpos multivesiculares. As células epiteliais dos
plexos cordides dos ventriculos cerebrais de cobaias, tartarugas e cobras-cegas
(anfibio 4poda) apresentam actiimulo de ferritina (Fe™) em seu citoplasma. As células
apresentam borda em escova, com tufos de cilios (FERNANDES, 1994). Ja o
macaco esquilo apresenta um plexo coroide ndo ciliado, com uma superficie marcada
por inimeras microvilosidades (WEINDL e cols., 1972).

O eixo de sustentagdo dos plexos cordides ¢ formado por um tecido
conjuntivo que contém pequenos feixes irregulares de fibras colagenas, muitos vasos
sanguineos pequenos ¢ células provenientes das meninges pia-mater e aracnbide. As
células endoteliais que revestem os capilares coroidais contém um grande nimero de
fenestras e auséncia de barreira hemato-encefalica, permitindo que os constituintes
do plasma sanguineo, incluindo as proteinas, passem livremente para os espagos do
tecido conjuntivo e também promovendo o transporte de substdncias secretadas pelas
células coroidais para o liquor. O tecido conjuntivo do plexo cordide também
apresenta fibras nervosas, macrofagos, fibroblastos e mastocitos (WEINDL e
cols.1972; EBBESSON & SCHROEDER, 1975; WEISS, 1983; KEMNITZ e cols.,
1990; FERNANDES, 1994).

Em todos os vertebrados, especializagdes telencefalicas tais como a parafise e

os plexos corodides sdo altamente vascularizadas e contribuem para a formagio do
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liquor. As células do epéndima e as que fazem parte dos plexos coroides participam
de diversas fungdes fisiologicas, tais como: movimento, secre¢do, transporte de
substincias e absor¢do do liquor ventricular (VOLLRATH, 1981; STAAB &
SHIRKHODA, 1981, KAPPERS, 1982; KOSHIBA, 1984; KEMNITZ e cols.,
1990).

Os PCs possuem como fungdo principal a produgédo do liquor (DOHRMANN,
1970), embora também regulem o transporte de alguns “micronutrientes” essenciais
para o funcionamento do cérebro. Entre estes micronutrientes encontram-se a
vitamina C, os folatos (do grupo do complexo vitaminico B), desoxirribonucleosidios
e vitamina B6, além de pequenas quantidades de glicose e tiamina. Qutra funggo

associada aos PCs é a secre¢do de determinadas proteinas (SPECTOR &

JOHANSON, 1990).

1.6. CONCEITOS RELATIVOS A PARAFISE (PA)

De acordo com OKSCHE (1973), a parafise é uma evaginagdo ramificada,
saculiforme ¢ tubular do teto do telencéfalo posterior. E considerada um 6rgdo
circunventricular semelhante aos plexos cordides, saco vascular e saco dorsal.

Embora a estrutura microscopica da parafise ndo seja tdio bem conhecida
como a dos plexos coroides, esta estrutura neuroepitelial especializada € encontrada,
com poucas excegdes, em todos os vertebrados. A parafise tem sido descrita como
uma estrutura semelhante a um plexo ou semelhante a uma glandula. Alguns autores

sugerem que a parafise seja um plexo cordide modificado (STUDNICKA, 1900;
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McMURRICH, 1915; ZIMMERMAN & GERMAN, 1933; SHUANGSHOTI &
NETSKY, 1966a; EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

A parafise comegou a ser estudada no século passado, porém, nessa época,
ndo se tinha uma definigdo muito clara a respeito desta estrutura. FRANCOTTE, em
1888, identificou em alguns répteis uma estrutura que se origina da porg¢do rostral do
teto do diencéfalo. Sugeriu que poderia ser um olho rudimentar. SELENKA (1890)
investigou este 6rgdo em selacios, répteis e marsupiais e propds o termo paréfise,
acreditando ser um o6rgdo auditivo rudimentar. FRANCOTTE (1894) encontrou a
parafise num embrido humano de 12 semanas. KRABBE (1936) prop0s ser a paréafise
um orgio receptivo para vibragdes, pressdo e som. Desde entdo a parafise tem sido
investigada extensivamente e analisada em todas as classes de vertebrados.

Muitos sinénimos tem sido empregados para a parafise: pré-parafise,
supraplexo, paraplexo, nodulos coridides, plexo superior, plexo médio e plexo
extraventricular do II° ventriculo (McMURRICH, 1915; KAPPERS, 1950;

SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a; EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

1.7. ORIGEM E DESENVOLVIMENTO DA PARAFISE

Quanto a origem, opinides diferem em relagdo a parafise e ao plexo cordide
serem consideradas estruturas diencefalicas ou telencefilicas (SHUANGSHOTI &
NETSKY, 1966a).

Muitos autores consideram o véu transverso como sendo o limite definitivo
entre o diencéfalo e o telencéfalo e assim, o termo arco parafiseal € usado para

designar a regidio entre o teto rostral do diencéfalo e o véu. Tanto o arco parafiseal
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quanto o véu transverso sdo formados por tecido conjuntivo revestidos ventralmente
pelo epéndima. O arco parafiseal, um termo usado para designar a regido entre o teto
rostral do diencéfalo e o véu transverso, € considerado o local de origem da parafise
(KAPPERS, 1955, SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).

A paréfise e o plexo cordide sdo estruturas neuroepiteliais especializadas.
Essas estruturas invaginadas e evaginadas de revestimento ependimario dos
ventriculos cerebrais originam-se dorsalmente onde o fechamento do tubo neural n3o
esta totalmente completo. Nestes locais, o epéndima e as leptomeninges estdo
justapostas durante a embriogénese e sdo invadidos por vasos sanguineos, formando
vilosidades enoveladas (EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

O desenvolvimento da parafise foi descrito por WARREN (1905) em
salamandras Necturus maculatus (anfibios). O desenvolvimento dessa estrutura inicia
em embriGes de 8 a 9 mm, quando surge a formagﬁo' de trés arcos: o arco parafiseal,
o arco pos-velar e o arco epifiseal. O arco parafiseal e o arco pos-velar sdo separados
através do véu transverso. O arco epifiseal dara origem a pineal. No embrido com 12
mm, a parafise comec¢a a formar-se a partir de uma pequena evaginagdo do arco
parafiseal. Em embrides de 13 mm, a parafise forma um estreito diverticulo, dorsal
ao arco parafiseal e paralelo ao véu transverso. Vasos sanguineos ficam intimamente
relacionados a parafise. Aos 15 mm, a parafise do embrido aumenta em tamanho,
tornando-se um longo tubo, com um limen presente em toda a sua extens3o. Esta
cavidade ou limen relaciona-se com o plexo cordide do II° ventriculo e ventriculos
laterais. Com 17,5 mm, a parafise aumenta em extensdo e surgem pequenos tibulos.
Aos 18 mm, estabelece-se a circulagdo sinusoidal, onde pequenos vasos se

distribuem ao longo da parafise e se anastomosam com os vasos dos plexos cordides.

HFRrRG6S
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Aos 26 mm, o revestimento da parafise consiste de uma unica camada de células com
grandes nicleos ovais, sendo que estas células sdo continuas com as células que
cobrem os plexos corbides. Estas células sdo mais achatadas posteriormente e
formam uma camada mais espessa. Com 32 mm, a parafise pode ser dividida numa
parte proximal € numa parte distal. O canal central da parte proximal é muito grande
e irregular, enquanto que o da parte distal € mais estreito. Em torno desse canal
forma-se uma grande quantidade de tibulos que estendem-se em todas as diregdes e
entre os quais se localiza uma grande rede de vasos sangiineos. Nesta fase
estabelece-se a formagdo definitiva da paréafise.

O desenvolvimento da parafise também foi descrito por KAPPERS (1950),
em anfibios Amblystoma mexicanum. Nesses animais, a parafise também surge da
lamina rostral do véu transverso que forma o arco parafiseal. Inicialmente, a parafise
¢é simplesmente constituida por um pequeno grupo de células que estendem-se do
arco parafiseal. As células parafiseais nesse estigio sdo especialmente ricas em
granulos de lipidios. Estas células agrupam-se formando um tubo do qual o
primoérdio da parafise € evaginado. A formago de vasos e células sangiiineas ocorre,
na maioria das vezes, proximo a regido diencefélica e na parede caudal da parafise,
que se comunicam através de um pequeno oriﬁcio,. chamado orificio parafiseal.
Nessa fase, o epitélio da parafise é cuboidal, apresentando nicleos grandes e ovais.
Existe uma variagdo morfolégica do epitélio que reveste o orificio parafiseal, pois
neste orificio as células sdo cilindricas e passam a ficar abruptamente cuboidais no
plexo cordide do III° ventriculo. Apés esses estagios, o desenvolvimento parafiseal

consiste meramente de um aumento da complexidade das estruturas ja existentes.
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Ocorre uma ramifica¢io dos tiibulos parafiseais que, na maioria das vezes, estdo

envolvidos por sinusoides venosos muito grandes.

1.8. PRESENCA E LOCALIZACAO DA PARAFISE EM

DIFERENTES ESPECIES

Muitas formas e padrdes citoarquitetonicos de células neuroepiteliais podem
ocorrer dentro de uma mesma espécie de vertebrados. No entanto, WARREN (1905)
constatou que a complexidade do desenvolvimento estrutural da parafise, que €
formada por células neuroepiteliais, pode ser indicado por uma curva na qual ascende
uniformemente dos ciclostomos, alcanga o pico de desenvolvimento nos anfibios e
declina em répteis e passaros até chegar aos mamiferos. Por esse motivo observam-se
diferencgas entre o epitélio do plexo cordide e da parafise em diferentes classes de
vertebrados (KAPPERS, 1955; SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).

Iniciando pelos vertebrados mais primitivos, nos cicléstomos, a parafise
aparece como um pequeno diverticulo em forma de saco, que se localiza
ventralmente ao alargamento distal da pineal. Nas lampréias, na regiio medial do
encéfalo, o teto ependimario sofre uma depressdo causada pela sobreposi¢do da
pineal e da parapineal (Fig.1C). Na regido lateral, o teto ependimario ¢ levemente
entrelagado e evaginado. Estas regides, especialmente a regido lateral, podem
corresponder a parafise. Em peixes Etmopterus (elasmobrinquio), uma grande
evaginagdo ocorre em frente ao véu transverso. A haste da pineal repousa sobre esta

evaginagdo (Fig. 1D). Em peixes Potamotrygon (elasmobrinquio), a parafise estd
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ausente, provavelmente pela redugio do sistema ventricular dessas espécies (Fig. 1E)
(WARREN, 1905; TSUNEKI, 1986).

Em peixes Acipenser e Lepisosteus (Fig. 1F, 1G), a parafise € bem
desenvolvida apresentando uma forma sacular. Entre os peixes teledsteos estudados,
a parafise é encontrada em Osteoglossum, Gnathonemus e Anguilla (Fig. 1H, 11 e
1J), mas é, com frequi€ncia, pequena nestas espécies (TSUNEKI, 1986).

Em anfibios, a parafise € bem desenvolvida, sendo descrita principalmente
em urodelos e anuros. Nesta classe de vertebrados, a parafise ocupa uma grande area
subdural localizada entre a margem posterior dos hemisférios cerebrais, formando
uma pirdmide invertida, com o 4&pice ventral anexado & depressio do teto
telencefalico posterior através de uma cavidade da haste parafiseal. Esta haste marca
o local da embriogénese primordial do 6rgdo e no adulto é somente uma via de
passagem do liquor entre os ventriculos cerebrais e numerosas ramificagdes
saculares epiteliais da parafise (HERRICK, 1948; KAPPERS, 1950; KELLY, 1964,
STOCKEM, 1965; EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

Em urodelos, tais como a Rana (Fig. 1L) no final do desenvolvimento, a
parafise surge como uma gléndula tubular ramificada que se dirige, através de um
unico ducto, para o interior do III° ventriculo (TSUNEKI, 1986).

A parafise da larva do sapo Bufo bufo estende-se externamente do bulbo
olfatério até o IMI° ventriculo, onde penetra com alguns de seus tubulos para o
interior da cavidade ventricular através de um orificio tnico. Ela é limitada por uma
capsula conjuntiva mais delgada ventralmente, em dire¢do ao encéfalo, e mais
espessa dorsalmente. Na porgdo rostral, a parafise consiste de um tiibulo unico com

epitélio simples envolvido por tecido conjuntivo e capilares sanguineos; continuando
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caudalmente, o nimero de tibulos aumenta. Ao nivel do teto telencefélico posterior e
inicio do diencéfalo, a parafise mostra sua estrutura completa (FARNESI ¢ cols.,
1994).

Em répteis, a parafise estd organizada basicamente como nos anfibios
(EBBESSON & SCHROEDER, 1975). Em Rhabdophis tigrinus (Fig. 1M), a
parafise estd representada por um saco ependimario localizado em frente ao plexo
corodide diencefalico. Em Caiman, a parafise consiste de uma protrusdo em forma de
clava, localizada em frente ao plexo cordide diencefalico (Fig. 1N) (TSUNEKI,
1986).

Na cobra d’agua Natrix maura, a parafise aparece dorsalmente, entre os lobos
telencefalicos e termina ao nivel do plexo cordide anterior, acima do oOrgéo
subfornicial (FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982).

A parifise € bem desenvolvida em anuros e em varios répteis (Sphenedon -
répteis primitivos semelhantes ao camaledo -, tartarugas gigantes e crocodilos) e
pequena em passaros, sendo que nestes ultimos € formada por uma vesicula semi-
solida e aparentemente atipica. Em mamiferos, na fase adulta, a parafise esta ausente,
podendo ser observada somente em formas embrionarias e mesmo assim €
rudimentar (WARREN, 1905; WARREN, 1917, KRABBE, 1936; DORN, 1957,
SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966b).

Em humanos, a parafise foi encontrada somente em embrides. Aos 100 mm
de comprimento a parafise dos embrides comega a degenerar-se, ndo podendo ser
mais visualizada nas fases posteriores do desenvolvimento do feto. Em individuos
adultos, o local de origem da formac@o da parafise esta relacionado a formagdo de

cistos neuroepiteliais (coloidais) e xantogranulomas (xantomas) (KAPPERS, 1955;
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SHUANGSHOTI e cols, 1965; SHUANGSHOTI & NESTKY, 1966a,

KONDZIOLKA & BILBAO, 1989).

1.9. A PARAFISE EM TARTARUGAS

EBBESSON & SCHROEDER (1975) mencionaram em seu trabalho que a
parafise de tartarugas € uma estrutura bem desenvolvida. WARREN (1911)
descreveu o desenvolvimento da parafise na tartaruga aquatica Chrysemys picta
marginata como sendo “uma estrutura relativamente complexa, com muitos tiibulos
laterais e uma circula¢do sinusoidal semelhante a dos anfibios”. Segundo este autor,
a parafise da tartaruga estudada cresce na dire¢do pdstero-anterior a partir da regido
dorso-caudal do telencéfalo, até entrar em contato com a regido rostral, projetando-se
em diregdo a glindula pineal.

OWENS & RALPH (1978) analisaram tartarugas marinhas verdes e
verificaram que o corpo da pineal apresenta uma curvatura ampla no sentido
posterior. A paréafise de tartarugas, que seria uma continuagdo do plexo cordide do
IT° ventriculo, relaciona-se intimamente ao alargamento terminal distal da glindula
pineal. Em algumas espécimes ha uma fusdo do epitélio da pineal com a parafise,
enquanto em outras, ambos os tecidos sd3o limitados por seios venosos. Uma
cavidade cheia de fluidos é formada inferiormente ao grande complexo parafise-
pineal. Esta cavidade € limitada lateralmente por pia-méter, rostralmente pela
parafise e caudalmente pela haste da pineal e comunica-se com o ITI° ventriculo, via
aqueduto mediano. Anteriormente, relaciona-se com a habénula e, posteriormente,

com a massa intermediaria (OWENS & RALPH, 1978).
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1.10. LIMITES E RELACOES ENTRE PARAFISE E O PLEXO

COROIDE

Warren (1905) demonstrou claramente uma continuidade entre o epitélio
coroidal e o parafiseal no anfibio Necturus. Esta continuidade estrutural t€m sido
confirmada em outras espécies investigadas (SHUANGSHOTI & NESTKY, 1966a).

Em peixes Chondricthyes e em lagartixas Sceloporus o PC do III° ventriculo
é continuo com a parte caudal da parafise (SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).
Em répteis e anfibios, existe uma continuidade das regides do revestimento epitelial
dos ventriculos, incluindo o epéndima, com o epitélio do plexo cordide e a parafise
(EBBESSON & SCHROEDER, 1975). Em anfibios Amblystoma adultos, a parafise é
formada por inimeros espagos ou cavidades. O liquor preenche estes espagos que
estdo em comunicagio direta com o II° ventriculo. KAPPERS (1948, 1950, 1956)
também verificou que em anfibios a parafise abre-se para o interior do III° ventriculo
e que esta comunicagdo ocorre através de um pequeno ducto. A comunicagdo do
limen da parafise com o III° ventriculo através de um orificio, foi descrita também
em larvas do sapo Bufo bufo e em ris Hyla versicolor (KEMNITZ e cols., 1990;

FARNESI e cols., 1994).

Na larva do sapo Bufo. bufo, a parede do orificio que comunica o limen da
parafise com o ITI° ventriculo € caracterizada por células intimamente relacionadas
entre si € que apresentam numerosas microvilosidades e cilios em seus apices

(FARNESI ¢ cols., 1994).
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1.11. DIFERENCAS E SEMELHANCAS MORFOLOGICAS

ENTRE A PARAFISE E O PLEXO COROIDE

Alguns autores consideram que a parafise € um tipo de plexo cordide. A mais
notavel variagdo entre as espécies esta relacionada a amplitude da invaginagdo ou
evaginagdo dos plexos (SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a, NETSKY &
SHUANSGHOTIL 1975; EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a) compararam a estrutura histolégica da
parafise e do plexo coréide em varios vertebrados, entre eles, tubardes ( Squalus
acanthias), salamandras (Necturus maculosus e Triton torosus) e lagartixas
(Sceloporus biseriatus). Diferengas morfologicas entre o epitélio coroidal e o
parafiseal e diferengas estruturais entre as parafises de diferentes classes de
vertebrados foram assinaladas, embora sejam de pouca significdncia. No tubarfo
Squalus acanthias, o epitélio da parafise é primariamente pseudoestratificado e a do
plexo cordide € cuboidal ou levemente colunar, sendo pseudoestratificado somente
na haste do plexo. Em urodelos Necturus, um epitélio cuboidal é encontrado na
haste parafiseal e envolvendo também a cavidade parafiseal. Um epitélio
pavimentoso esta presente no plexo distal até a haste e fissuras da parafise. Os
componentes das paredes vasculares e suas relagdes com a 1amina basal sdo similares
aos dos plexos cordides. N3o ha diferencas marcantes no que diz respeito ao tamanho
e forma enjre as células epiteliais do plexo cordide e as da parafise em lagartixas
Sceloporus biseriatus.

O nucleoplasma das células epiteliais coroidal e parafiseal diferem entre as

classes de vertebrados. Contudo, ambos os epitélios tém propriedades de coloragdo
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similares frente aos métodos de HE, PAS e PTAH. Materiais reativos 4 mucicarmina
e PAS s#o identificados em ambos epitélios e a intensidade das reagdes € semelhante
(SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).

KAPPERS (1950, 1956b, 1982), num estudo em anfibios, considerou a
parafise como sendo uma estrutura diferente do plexo cordide, tanto topografica
como histologicamente. A parafise, nestes animais, estd localizada entre o plexo
corodide telencefalico e o plexo cordide diencefalico. Histologicamente, as células
parafiseais sdo menores do que as do plexo coréide e a cromatina nuclear € densa. O
citoplasma das células parafiseais apresentam vacuolos, ao passo que nas células
coroidais estes estdo ausentes. A superficie apical das células do plexo cordide
possuem cilios e borda em escova, j& estas especializagGes apicais ndo sdo freqiientes
nas células da parafise. O tecido conjuntivo que sustenta as células epiteliais é mais
abundante na paréafise do que no plexo cordide.

SHUANSGHOTI e NETSKY (1966a) identificaram cilios sobre ambos
epitélios, coroidal e parafiseal, em peixes Squalus e anfibios Necturus e Triton. A
lamina basal do plexo coroide € distinta quando se compara a parafise de tubarGes
Squalus e lagartixas Sceloporus.

Tabulos na parafise foram descritos por KAPPERS (1950, 1956a, b) e
confirmados por SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a) num estudo que também
revelou a presenga de tubulos nos plexos corodides. A presenga de tubulos e material
reativo 4 mucicarmina, tanto no plexo cordide como na parafise, sugere que estas
estruturas sejam glandulares (EBBESSON & SCHROEDER, 1975).

Em anfibios Amblystoma mexicanum observou-se que, quando foi injetado,

intraventricularmente, tinta da India, o revestimento de todos os ventriculos e de
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todos os plexos mostraram a aderéncia de particulas negras provenientes deste
corante. Esses granulos negros ndo foram encontrados nos tibulos da parafise, nem
mesmo no orificio parafiseal. Isso mostra que existem diferengas citologicas e
também diferengas na capacidade de absor¢ao entre os epitélios coroidal e parafiseal
(KAPPERS, 1950).

Em lagartixas Sceloporizs (Réptil) as células epiteliais da parafise sdo
cuboidais e freqiientemente estratificadas. O epéndima do teto diencefalico ¢é
histologica e histoquimicamente semelhante a ambos epitélios, coroidal e parafiseal
(SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).

Embora o plexo cordide e a parafise compartilhem muitas caracteristicas
morfoldgicas, hé diferengas, como por exemplo, a distribuigio do glicogénio, a
atividade enzimatica, as vias de neurosecreg¢@o, que sugerem que algumas fungdes,
atribuidas a estas duas estruturas, possam nio estar relacionadas (EBBESSON &

SCHROEDER, 1975).

1.12. A PARAFISE EM DIFERENTES ESPECIES: ASPECTOS

MICROSCOPICOS

Embora a estrutura histologica da parafise ndo seja tdo bem conhecida quanto
a dos plexos cordides, certas caracteristicas sdo consistentemente encontradas em
varias espécies (Amblystoma - HERRICK, 1935; Necturus - ROOFE, 1936 ¢
KAPPERS, 1950; Lungfish - DORN, 1957).

Na lampréia, na regido que corresponde & parafise, as células ependimarias

sdo cuboidais, ndo possuem borda em escova e tém um citoplasma escasso. Essas
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caracteristicas das células ependimarias favorecem a identificagdo da paréfise,
embora a presenga de cilios proeminentes argumenta contra essa identificagdo
(TSUNEKI, 1986).

Em peixes Chondricthyes, a parede parafiseal ¢ formada por um epitélio
pseudoestratificado interposto por regides de epitélio cuboidal ou levemente colunar,
com cilios no apice celular. Estas células apresentam caracteristicas histoquimicas
similares a dos plexos coroides (SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a). Em peixes
Bathylagus wesethi, as células da parafise sdo semelhantes as do saco dorsal. No
entanto, na parafise, os espagos intercelulares sdo reduzidos e as microvilosidades e
os cilios estdo ausentes (McNULTY, 1976).

Em peixes Etmopterus, evaginagdes de células formam uma estrutura que
apresenta uma topografia e morfologia semelhante & parafise, possuindo uma
superficie epitelial sem especializagcdes. Porém nesta espécie esta estrutura n3o é
lobulada ou saculada e assim nfo € considerada uma parafise tipica, sendo chamada
de saco ependimario semelhante a parafise. Ja em peixes Mustelus, a parafise é bem
lobulada e suas células ependimarias s@o colunares (TSUNEKI, 1986).

Em Amblystomas adultos (anfibios), as células da parafise medem de 18 a 22
pm de comprimento € 10 a 14 pum de largura. Estas células colunares aderem-se
intimamente aos sinuséides venosos. As vezes, a membrana basal destas células
torna-se indistinguivel da delgada membrana endotelial. As células ependimarias
possuem grandes nicleos ovéides que estdo situados mais proximos ao pdlo
ventricular destas células. A membrana nuclear € bem proeminente. A cromatina esta
irregularmente agrupada, um grande nucléolo estd normalmente presente € o

citoplasma ¢ homogéneo (ROOFE, 1936).
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Em salamandras (anfibios), a parafise é bem desenvolvida e possui uma
forma cénica. O epitélio que reveste esta estrutura é simples e com forma cuboidal.
Os nuacleos s3o ovoides, centrais e podem ser profundamente denteados. O
citoplasma contém reticulo endoplasmatico liso (REL), reticulo endoplasmaético
rugoso (RER), complexo de Golgi e numerosas mitocondrias. Goticulas de lipidios
acumulam-se nas regides basais e lisosomas nas regides apicais. Na superficie apical
observam-se cilios ocasionais, normalmente um Unico cilio por célula. A superficie
basal da membrana celular apresenta muitas interdigitacGes e a lamina basal é mal
definida. As células epiteliais da paréfise estdo unidas por jungtes “tight” (zOnula de
oclusdo, zonula de aderéncia) e apresentam também jung¢Ges comunicantes (gap
junctions) que formam volumosos compartimentos intercelulares, que se expandem
acima da membrana basal. Esses compartimentos sdo interrompidos por projegdes
semelhantes a dedos de células circunvizinhas. Abaixo da camada epitelial, encontra-
se uma zona de tecido conjuntivo formado por muitas fibras colagenas. Entre os tipos
de células que podem ser distinguidas no tecido conjuntivo estdo os mastocitos e
fibroblastos (KELLY, 1964; SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a;, EBBESSON &
SCHROEDER, 1975).

O lumen arredondado dos tubulos da parafise da larva de sapos Bufo bufo é
formado por um epitélio simples cuboidal nos tibulos distais e simples colunar nos
tubulos ventrais. Os nicleos ocupam a maior parte das células epiteliais e gotas
lipidicas sdo normalmente encontradas proximas a base. Uma grande quantidade de
RER, volumosos complexos de Golgi, mitocondrias com formas irregulares e
abundantes ribossomas livres podem ser vistos no citoplasma. Estes granulos de

secregdo contém um material heterogéneo de densidade variada, que liberam seu
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conteiido filamentoso para o interior do limen, cobrindo as microvilosidades da
célula parafiseal. Os vasos sangiiineos encontrados em torno dos tubulos da parafise
na larva de sapos Bufo buyfo tem uma parede endotelial delgada, interrompida por
numerosos poros, que permitem a passagem do material dos vasos até o tecido
conjuntivo perivascular, isto significa que estes vasos ndo apresentam barreira
hemato-encefalica (FARNESI e cols., 1994).

Em 1as R. catesbiana ¢ R pipiens, os sinusoides constituem a principal
estrutura vascular presente na parafise. O limen dos sinuso6ides possui um didmetro

muito variado (HINTON e cols., 1990).

1.13. CONEXOES VASCULARES DA PARAFISE

HINTON e cols. (1990) propuseram a existéncia de um sistema vascular do
tipo porta na parafise, similar em anfibios e répteis.

O sangue arterial entra através do plexo cordide e as vénulas de drenagem
dirigem este aos vasos sinusoides da parafise. Da parafise o sangue sai através de
pequenas veias que drenam para a veia hemisférica ventromedial ou para grandes
veias que deixam a regifio através da haste da parafise. O destino final do sangue sera

um seio venoso da dura-mater (EBBESSON & SCHROEDER, 1975; HINTON e

cols., 1990).
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1.14. INERVACAO DA PARAFISE

A presenga de fibras nervosas foi relatada na parafise de diferentes espécies,
principalmente em anfibios. HERRICK (1935), analisando a parafise de salamandras
Necturus ¢ KAPPERS (1950), estudando a paréafise de anfibios Amblystomas
encontram fibras nervosas nesta estrutura, porém ndo discriminaram as mesmas
como sendo mielinicas ou amielinicas. Fibras nervosas amielinicas de pequeno
didmetro foram descritas em diferentes classes de vertebrados (FERNANDEZ-
LLEBREZ e cols., 1982; TSUNEKI, 1986; HINTON e cols., 1990, FARNESI e
cols., 1994).

KELLY (1964) também observou a presenca de fibras nervosas na parafise de
salamandras, sem saber se estas fibras terminavam na parafise ou simplesmente

trafegavam pelo seu interior.

1.15. DADOS HISTOQUIMICOS E BIOQUIMICOS DA

PARAFISE DE DIFERENTES ANIMAIS

Dentro do grupo dos vertebrados, ha diferengas no conteido de glicogénio
quando se compara as diferentes areas cerebrais e, especialmente, no plexo cordide e
na parafise (EBBESSON & SCHROEDER, 1975). A quantidade de glicogénio das
células da parafise estd relacionada a condi¢cGes ambientais e as diferentes estagdes
do ano. O armazenamento de glicogénio aumenta durante a hibernagdo e diminui na
primavera, isso significa que ocorre um aumento gradual do conteudo de glicogénio

da primavera até o inverno. A auséncia de glicogénio pode estar relacionada com a
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época de captura, ao habitat natural dos animais e ao tempo em que o animal
permanece no laboratério até ser sacrificado (STOCKEM, 1965, FERNANDEZ-
LLEBREZ € cols. 1982, PARTATA & MARQUES, 1994).

Durante o inverno ocorre um aumento significativo do glicogénio detectado
bioquimicamente no cérebro de tartarugas Chrysemys dorbigni (corresponde a
Trachemys scripta dorbigni, SEIDEL & SMITH, 1986), provavelmente devido a
reducdo das taxas metabolicas, uma vez que estas tartarugas hibernam neste periodo
do ano. A primavera € o periodo em que as tartarugas preparam-se para a
reprodugdo, que € seguida por uma elevagio da taxa metabdlica com conseqiiente
aumento da utilizagdo energética, induzindo a queda do glicogénio no cérebro e no
figado. No verdo as tartarugas alimentam-se mais freqlientemente e tém um aumento
na taxa de glicogénio no cérebro. No outono a alimentagio é menos freqiiente, porém
a baixa atividade cerebral durante esta estagdo provavelmente contribui para
aumentar as reservas de glicogénio (PARTATA & MARQUES, 1994).

PARTATA & ACHAVAL (1995) verificaram através de técnicas
histoquimicas a presenca de glicogénio no SNC de tartarugas Chrysemys dorbigni e
concluiram que o mesmo esta presente em regides especificas do cérebro, tanto em
neurdnios como em células gliais. Os plexos cordides apresentaram granulos PAS-
positivos no epitélio coroidal. Tanto as membranas basais do epitélio coroidal como
aquelas relacionadas com os vasos sangiiineos apresentaram reagdo PAS-positiva.
PARTATA (1992) mencionou reagdo positiva do PAS em outros OCVs, tais como: a
epifise, a parafise, o 6rgdo subcomissural (OSC) e a eminéncia mediana. Alguns
grinulos PAS-positivos desses 6rgdos continuaram apresentando reatividade apds

tratamento com diastase.
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Em anfibios Rana, a desidrogenase succinica, a desidrogenase latica ¢ a
desidrogenase acido [-hidroxibutirica (um indicador do metabolismo de acidos

graxos) estdo presentes na parafise (PAUL, 1968).

1.16. FUNCOES ATRIBUIDAS A PARAFISE

Apesar da parafise ndo ter sido mantida durante a evolugdo das diferentes
espécies de animais, quando presente, ¢ funcionalmente importante.

SHARRER (1936) defendeu a idéia de que a principal fungdo da parafise era
produzir meningodcitos, os quais poderiam ter o papel de destruir eritrocitos velhos.

Para varios outros autores, as principais fungdes da parafise sdo: a produgdo
do liquor, a troca de substincias entre o sangue e o liquor que se da através das
fenestras presentes no endotélio vascular. Devido a isto, atribui-se a parafise fungdes
de absor¢do e secrecdo e conseqiiente homeostase inica e osmoética (ROOFE, 1936;
KELLY, 1964, McNULTY, 1976, OWENS & RALPH, 1978; KAPPERS, 1982;
FERNANDEZ-LLEBREZ e cols. 1982; KEMNITZ e cols., 1990; HINTON e cols.,
1990, FARNESI e cols., 1994).

SREBRO (1967) sugeriu que em 1ds Rana esculenta o 6rgdo subfornicial
provavelmente serve como um receptor de estimulos quimicos do liquor que através
da veia porta parafiseal anterior, alcanga a parafise regulando sua atividade de
secrecdo.

A presenga de particulas de glicogénio nas células da parafise poderia estar
relacionada & secregdo de carboidratos. Além disso, este glicogénio poderia ser

secretado no liquor e utilizado por todo o sistema nervoso central (KAPPERS, 1950,
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1956a; McNULTY, 1976), embora OKSCHE (1958) tenha sugerido que o glicogénio
seria usado intrinsicamente para as atividades da propria parafise.

Na membrana plasmatica do epitélio parafiseal de rds foi encontrada uma
ligagio muito intensa de Ca™ -ATPase. Essa atividade do Ca™ na membrana apical é
muito mais intensa nas células da parafise do que em estruturas similares como o
epitélio coroidal ou as células ependimarias (UENO e cols., 1984).

Experimentos que envolviam a parafisectomia em rds, demonstraram que
uma substincia (ainda nio identificada) secretada pela parafise, pelo plexo coroide
ou por ambos, parece estar envolvida na regulagdo do calcio. A parafisectomia
resultou em hipocalcemia ¢ na degeneragdo de neurdnios motores, sugerindo que a
parafise secreta uma ‘substé.ncia que altera o metabolismo do célcio (NELSON &
FOLTZ, 1983).

NELSON e cols. (1985) sugerem que a parafise esta envolvida na regulagdo
do célcio baseado na ocorréncia de multiplas fraturas espontaneas em ossos longos e
hiperplasia da paratiredide em rds parafisectomizadas. Uma outra alteragdo ocorrida
apOs a parafisectomia nestes animais, era o aumento inadequado de peso e a
tendéncia a formagio de cistos nas glindulas paratiredides. A taxa de crescimento
das rds parafisectomizadas era maior do que a das rés controle.

KAPERS (1950) observou em anfibios Amblystoma mexicanum que em
muitos casos o epitélio parafiseal possui uma aparéncia anormal, mostrando células
com muitos vactolos, células que perderam uma grande quantidade de citoplasma,
parte da substancia nuclear ou mesmo todo o nucleo. Estes eventos morfologicos que

ocorrem no epitélio tubular sugerem que a parafise possui uma atividade secretora.
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2.0. OBJETIVOS

Para proporcionar dados morfologicos adicionais ao conhecimento do sistema
ventricular e em particular da parafise da tartaruga 7rachemys scripta dorbigni, nos
propusemos a estudar esta estrutura através das técnicas de microscopia de luz,

eletronica de varredura e transmiss3o. Desta forma as seguintes etapas sfo efetuadas:

1. Primeiramente, localizar a parafise no encéfalo de tartarugas Trachemys scripta

dorbigni e identificar as estruturas com as quais ela se relaciona anatomicamente.

2. Verificar que o6rgdos circunventriculares estdo relacionados com a parafise e

determinar se esta estrutura pode ser considerada como um deles.

3. Determinar se existem diferengas morfologicas regionais entre as células epiteliais
que compdem a parafise (distribui¢io de cilios e microvilosidades, variagdes na

forma das células).

4. Investigar a presenca de elementos supra-ependimarios, tais como: dendritos,

axdnios, “blebs”, terminag¢Ges nervosas e células macrofagicas.

5. Através de técnicas histoquimicas, estudar a presenga e a localizagio de glicogénio
e Fe™ nas células epiteliais da parafise que poderiam atuar como elemento de sintese,

reserva e/ou transporte destas substancias.

6. Descrever a presenga das organelas e inclusdes mais proeminentes encontradas

nos tecidos que formam a parafise.



MATERIAL E
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizadas 24 tartarugas Trachemys scripta dorbigni (SEIDEL &
SMITH, 1986), adultas, de ambos os sexos, com peso entre 950 e 2500g, capturadas
em diferentes épocas do ano, com autorizagdo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis ( IBAMA)!, no estuario do rio
Guaiba, Porto Alegre/RS e mantidas no Biotério do Instituto de Ci€ncias Basicas da
Saide da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As tartarugas foram

alimentadas ad libitum com came de gado moida, carne de peixe e verduras.

3.2. MICROSCOPIA DE LUZ

Obs.: A composi¢do das diferentes solugdes de lavagem, tampdes, fixadores

quimicos e formulagdes para as diversas técnicas, encontram-se no item 3.5.

3.2.1. FIXACAO POR PERFUSAO

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 35%, na dose de 0,1

ml/100g de peso corporal, aplicado no espago pleuro-peritoneal. Transcorridas 2 a 3

horas da inje¢do do anestésico, o plastrio foi removido apés sec¢dio de suas porgdes

! Processos do IBAMA n°%: 047/97; 026/98; 004/99
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laterais e o saco pericardico foi aberto a fim de expor os vasos da base. Na seqiiéncia,
cortou-se 0 apice do coragdo e por este trajeto introduziu-se uma canula metalica cuja
extremidade avancava até o tronco arterial braquiocefalico (ASHLEY, 1973).
Injetou-se uma solugdo aquosa de nitrito de sodio a 1% (vasodilatador) juntamente
com a heparina (anticoagulante) (0,ilml = 1000 UI), em proporgdes iguais
(0,1ml/100g de peso corporal) (PALAY & CHAN-PALAY, 1974).

Todo o procedimento da perfusdo foi realizado com os frascos a altura de Im
do plano onde se encontrava o animal. Inicialmente os animais foram perfundidos via
transcardiaca, com 150 ml de uma solugdo para a lavagem da arvore vascular. Apos a
lavagem iniciava-se a perfusdo vascular com um dos fixadores, paraformaldeido ou
solucdo de Bouin, na propor¢do de 0,1ml/100g de peso corporal (PALAY & CHAN-
PALAY, 1974). Apés a perfusdo, o animal foi decapitado e realizava-se uma breve
dissec¢do para a retirada da pele e masculos. Em seguida abria-se uma janela no
cranio com exposicdo de partes dos hemisférios cerebrais. Apos feita essa dissecgio
inicial o material era refixado no mesmo fixador utilizado na perfusio por um tempo
variavel, dependendo da técnica a ser realizada.

Para orientagio topografica utilizamos os dados contidos no Atlas
Estereotaxico de Powers & Reiner (1980). O material foi incluido em parafina ou em
resina metacrilato (Historesin’) e cortado entre 4 e 10 um de espessura, num
microtomo LEITZ tipo Minot, sendo posteriormente processado de acordo com a

técnica especifica.

? Leica Instruments GmbH: Leica Historesin, Historesin hardener, Historesin activator, Alemanha,
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3.2.2. INCLUSOES

3.2.2.1. INCLUSAO EM PARAFINA

O encéfalo e em alguns casos somente a parafise e estruturas adjacentes,
foram desidratadas em concentra¢des etanélicas crescentes (70%, 80%, 90%, 95%
100%), submetidas a banhos de cloroférmio e incluidas em parafina.

Os cortes foram obtidos num micrétomo (especificado no item anterior),

numa espessura de 7-10 pm, nas orientagdes sagital, coronal e horizontal.

3.2.2.2. INCLUSAO EM HISTORESINA

Para inclus3o em historesina (hidroetilmetacrilato), o material foi fixado em
paraformaldeido 4% tamponado, em pH 7,4 e desidratado em diferentes
concentragdes de etanol (70%, 95%, 100%). Apos realizada a desidratagdo, as pegas
foram colocadas numa solu¢do composta por resina basica e etanol 100% (1:1) por 2
horas e em seguida o material foi embebido numa solugdo de infiltragdo (50 ml de
resina pura + lg de ativador), onde permaneceu durante 12 horas. Decorrido este
tempo, foi feita a resina final composta de 15 ml da soluc¢do de infiltragio e 1ml do
composto endurecedor. Esta resina final foi vertida em moldes plasticos e as
amostras orientadas para posterior polimerizagio em temperatura ambiente.

Cortes de 4um de espéssura foram obtidos num microtomo® adaptado para

navalhas de tungsténio na orientagdo sagital.

3 LeicaRM 2155, Alemanha
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3.2.2.3. CORTES POR CONGELACAO

Apos perfusdo e fixagdo, a parafise e estruturas adjacentes foram colocadas
numa solug¢do crioprotetora de sacarose tamponada em fosfato 0,1 M, inicialmente a
15%, durante 10 horas e em sacarose 30% por um periodo de 14 horas, a 4°C. Depois
que as pegas afundavam, as mesmas eram transferidas e aderidas a um suporte
metalico com Tissue-Tek®* e cortadas a -25°C num criostato’, numa espessura de 10
pwm. Os cortes eram coletados em laminulas previamente gelatinizadas, para posterior

reagdo histoquimica.

3.2.3. REACOES HISTOQUIMICAS

3.2.3.1. TECNICA DE PERLS - AZUL DA PRUSSIA (BURCK, 1969)

A técnica de Perls foi utilizada para a identificagio de Fe™ (ferro férrico).
Para evitar a contaminagio pelo elemento ferro, toda vidraria foi previamente lavada
em acido cloridrico a 10%.

Os cortes de 10 um de espessura, obtidos no criostato, contendo a parafise e
estruturas adjacentes, foram incubados por 60 minutos numa solugdo preparada
minui:osf antes. Esta solugdo consistia de acido cloridrico 2% e ferrocianeto de
potassio 2%, em partes iguais

Apos a incubagdo os cortes eram lavados em agua destilada e, em seguida,

alguns deles foram corados com eosina para evidenciar o citoplasma ou com

4 Miles, Inc. USA.
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safranina para corar nicleos. Na seqiiéncia, eram desidratados e montados com
ENTELLAN®®. Para o controle positivo da reagdo histoquimica, foram utilizados os
plexos corodides do IV® ventriculo de Cavia porcellus (cobaia) e dos plexos cordides

dos ventriculos laterais de tartarugas Trachemys scripta dorbigni.

3.2.3.2. FOSFATASE ACIDA DE GOMORI (PEARSE, 1968; CHAYEN e cols.,

1973).

Para identificar a presenga de lisosomas, cortes da parafise obtidos em
criostato, com 10 um de espessura, foram incubados numa solugio composta de
tamp3o tris-maleato 0,1 M (pH 5) e B-glicerofosfato de sodio 1,25%. O pH desta
solucdo foi ajustado em 5,0 com acido cloridrico 0,1N. A esta solu¢io acrescentou-se
nitrato de chumbo 0,2%, sob agitagdo constante, seguida de aquecimento em estufa a
37°C por 5 minutos e posterior filtragdo. Os cortes foram incubados por 30 minutos a
37°C e logo apo6s foram lavados 3 vezes em agua destilada. O passo seguinte
consistia na revelagdo com sulfeto de amdnio 5%, por 5 minutos, seguido de
lavagens em agua destilada € montagem no meio de Kaiser. Para controle da reagéo,

alguns cortes foram incubados em meio adicionado de fluoreto de sédio 1% (NaF).

3 Criostato Leitz 1720, Alemanha.

6 ENTELLAN® - MERK - Alemanha



44

3.2.3.3. TECNICA DO P.A.S. (MACMANTUS, 1946; MICHALANY, 1980)

Apés a fixagdo na solugdo de Bouin, o material foi desidratado, incluido em
parafina e cortado a 8 um de espessura. Os cortes foram desparafinados, hidratados e
submetidos ao acido periddico 0,5%, durante 15 minutos. Apos lavagem em agua
destilada, foram mergulhados no reativo de Shiff por 30 minutos. Apds passagem
pela agua destilada, os cortes sofreram 3 banhos sulfurosos, passaram novamente
pela agua destilada e em seguida foram corados com hematoxilina de Mayer,
desidratados e montados com ENTELLAN®. Para controle da especificidade da

reagdo utilizamos cortes incubados em a-amilase’ 0,5%, a 37°C durante 3 horas.

3.2.3.4. TECNICA DO TRICROMO DE GOMORI (BEHMER e cols., 1976).

Essa técnica de coloragdo foi utilizada para demonstrar a presenga de
colageno. Apos a fixagdo em paraformaldeido tamponado, as pegas foram incluidas
em parafina e cortadas a 7 um de espessura. Apos a desparafinagdo, procedeu-se a
hidrata¢@o do material seguida da coloragdo de hematoxilina de Mayer e do tricromo

de Gomori. O material foi desidratado, diafanizado e montado em ENTELLAN®.

" o - amilase - Sigma, USA.
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3.2.3.5.TECNICA DO CARMIN DE BEST (MICHALANY, 1980)

Este método foi utilizado para investigar a existéncia de granulos de
glicogénio em nosso material pois a reagdo utilizada tem afinidade exclusiva pelo
glicogénio.

Inicialmente foi feita uma perfusdo com solucdo de lavagem, seguida da
decapitacdo e fixagdo por imersdo em etanol absoluto, ai permanecendo por 4 horas.
Em seguida passaram pelo xilol (3 banhos de 1 hora) e depois em parafina a 56°C.
Cortes de 10 um de espessura foram desparafinados e hidratados na série etanolica,
mergulhados rapidamente numa solugdo de éter-celoidina, lavados em agua corrente,
corados com hematoxilina de Mayer (5 minutos) ¢ novamente lavados em agua
corrente. Logo ap6s, foi realizada uma rapida diferenciagdo em alcool acido, onde
foram lavados em agua corrente, mergulhados na solugdo de Carmin®, onde
permaneceram durante 10 minutos. Os cortes passaram diretamente para a solugdo
diferenciadora at€é que a mesma ndo extraisse mais a cor vermelha caracteristica.
Posteriormente, realizou-se uma lavagem rapida em alcool 80%, seguida da
desidratacdo, diafanizagio e montagem com ENTELLAN®. Para controle da rea¢do
utilizou-se cortes de figado que passaram pelos mesmos procedimentos descritos

acima, e em alguns cortes da parafise e também de figado foi utilizado a a-amilase

0,5%, a 37°C durante 3 horas.

® MERK, Alemanha.
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3.2.3.6. COLORACAO DE AZUL DE TOLUIDINA (BOCK, 1984)

Este método de coloragdo foi utilizado para detectar os mastocitos, através de
seus granulos, que apresentam metacromasia.

Apés fixagdo em paraformaldeido, o material foi incluido em parafina e
cortado com 8 um de espessura. Apos realizada a desparafinagdo e hidratagdo, os
cortes passavam rapidamente pela solugdo de azul de toluidina 1% e em seguida

eram desidratados e montados em ENTELLAN®.

3.2.4. MICROGRAFIAS

Foram utilizados microscopios Zeiss, Standard 20 ou Axiolab e filmes

coloridos Kodak Gold 100 ASA ou peliculas preto e branco, T-MAX 100 ASA.

3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

3.3.1. FIXACAO POR PERFUSAQ

O procedimento foi igual ao de microscopia de luz, porém sendo utilizado
uma solugdo fixadora composta de glutaraldeido 3% + paraformaldeido 1,5% +
tampédo fosfato 0,1IM em pH 7,4. Para a p6s-fixagdo utilizamos tetréxido de 6smio
1% tamponado com fosfato 0,1 M, pH 7,4 , durante 2 horas. Em seguida os
fragmentos do tecido eram lavados em tamp3o fosfato 0,1 M contendo 8% de

dextrose e desidratado em série crescente de acetona (50%, 70%, 80%, 90%, 95%,
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100%). Terminada a desidratagdo, iniciou-se a embebicdo do material em
concentragdes crescentes de resina epoxi (25%, 50%, 75%, 100%) (Aralditeg). As
amostras foram incluidas em resina pura, onde permaneceram por trés dias numa
estufa a 60°C até a completa polimerizagdo. Foram realizados cortes ultrafinos de 70
a 100nm obtidos num ultramicrotomo RMC - MT 6000 - XL, montados em grades
de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS,
1963), sendo posteriormente analisados num microscopio eletronico de

transmissdo’®, a 80 KV.

3.3.2. FIXACAO POR IMERSAQ

As tartarugas foram submetidas a uma dose elevada de hidrato de cloral 35%
(aproximadamente 10 vezes acima da dose necessaria para o procedimento da
fixagdo por perfusio) e sacrificadas por decapitagdo. Apds rapida dissecgdo, a
parafise e estruturas adjacentes foram imersas em solugdo fixadora composta de
glutaraldeido 3% + paraformaldeido 1,5% em tampdo cacodilato de s6dio 0,1M, em
pH de 7,2.

Os procedimentos relativos a pos-fixagio e a inclusio foram idénticos aos da

fixagdo por perfusdo.

? Araldite: DURCUPAN® ACM- FLUKA, Suica
19 JEOL JEM 1200 EX-IL, CME - UFRGS
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3.3.3. ELETROMICROGRAFIAS

Para registrar os dados observados no microscopio eletrénico de transmissdo

foram utilizadas peliculas KODAK 4489.

3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

3.3.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O fixador utilizado foi igual ao item 3.3.1 e as amostras foram desidratadas
em acetona e entdo secas pelo método do ponto critico, utilizando-se o didxido de
carbono (equipamento Balzer CPD 030), montadas sobre um porta amostras com o
auxilio de fita adesiva dupla face e cola de prata, recobertas com carbono e ouro pela
técnica de “fon sputtering” (equipamento Balzer SCD 050) e observadas em

microscopios eletronicos de varredura'’, ambos a 20 KV.

3.3.2. REGISTRO DAS IMAGENS

ApoOs realizada a observagio e analise das amostras no MEV, as imagens
foram registradas através de eletromicrografias, utilizando-se filmes Fuji ou Kodak
de 135mm, e também gravadas em disquetes para posterior tratamento usando-se o

programa PHOTOSHOP'.

" JEOL 5800, CME - UFRGS e JEOL 840A - IFUSP
12 Photoshop versio 3.0, PANTONE®, USA.
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3.4. INJECAO DE CORANTE (EBBERHARDT, 1971)
Para verificar a permeabilidade vascular da parafise, injetamos o corante azul
de Evans. Primeiramente o animal foi perfundido com solugo de lavagem, seguido

de perfusdo com a mesma solug@o adicionada de corante azul de Evans 0,01%. Os

demais passos eram semelhantes ao item 3.2.1.

3.5. FORMULAS DAS DIFERENTES SOLUCOES:

3.4.1. Solucio de lavagem:

Sacarose ........c.occcceeeeeneen. 1g
NaCl ..o 1g
Dextrose ..o 0,5g
Nitrito de s6dio ................ 1,25¢g

Completar com 125 ml de tamp3o fosfato 0,06M.

3.4.2. Tampdes:

a. Tampao fosfato 0,2M (MILLONING) pH = 7,4
Solugdo A: NaHPO4. H,O ...................... 27,6g/litro
Solugdo B: NaHPO; THyO .................... 53,65g/litro

Relagdo volumétrica: + 1A e 2B.



b. Tampao cacodilato de soédio:

Solugdo A:
cacodilato de s6dio ....................... 32,02¢g
dgua destilada ... 1000 ml

Solu¢do B: HCI 0,2M ( 0,2M = 0,2N)

O pH final da solug@o € 7,2.

¢. Tampio tris-maleato:

Solugdo A:

Tris-hidroximetilaminometano .................... 4,84g
Acido maleico anidro ..........o..occoocveeeeveeeienn 3,92¢

Aguadestilada ............cccoovveveveeeeeeeen... 200ml

Solugdo B:

Tampé&o tris-maleato:
SOIUGEO A ..o 50ml

Solugdo B ..o 7ml

50

Comrigir o pH até 5,0 com HCl 0,IN. Completar com 200ml! de agua

destilada.
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3.4.3. Fixadores para microscopia de luz:

a. Paraformaldeido 4% tamponado (0,1M), pH 7,4:

Paraformaldeido 10% ...........ccocoeeiinincne 200ml
Tampdo fosfato 0,20M ...........cooooeiineis 250ml
Aguadestilada ...l 50 ml

b. Paraformaldeido 10%:

Paraformaldeido em po ..., 100g
Agua destilada ............co.ccocooooviiiei. 1000ml
NaOH ..o, 1 pastilha

Aquecer 800m! de 4gua destilada até 60°C, misturar o paraformaldeido
agitando esta solugdo até ficar quase totalmente diluida. Acrescentar a pastilha de

NaOH e o restante da agua (200ml). Filtrar e guardar em geladeira.

3.4.4. Fixadores para microscopia de transmissio:

a. Glutaraldeido 3%, paraformaldeido 1,5% tamponado (0,1 M, pH 7,4):

Glutaraldeido 25% ....oooeneeeeeeeeeeeeeeeee e 12ml
Paraformaldeido 10% ......ccovveeeeeeeeeee, 15ml
Tampdo fosfato 0,20M .............ccccoevveviieeie, 50ml

Agua destilada ..............coooovooooeeeeeee. 23ml



3.4.4. Solugoes utilizadas nas técnicas histoquimicas:

a. Carmin de Best

al: Solug3o de coloragdo:

solucdo estoque de carmin ................... 20 ml
amoniaco concentrado ..........ooccoeeinini. 15 ml
alcool Mmetilico ..o, 15 ml

a2: Solugdo diferenciadora:
alcool metilico .......ooovveveeeiiiiiin. 20 ml
etanol absoluto ............c.ccooooeiiiienl. 40 ml

aguadestilada ..............ooooocie 50 ml

b. PAS
b1: Banho sulfuroso:
aguadestilada ..................oooooiii 200 ml

metabissulfito de s6dioa 10% .....o............... 10 ml

b2: Acido periédico 0,5%:
Acido peri6dico ...........cooovveerveei. 0,5g

Agua destilada ..........coocoovvveeeeernn. 100 ml

52
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b3: Reativo de Shiff:

Fucsina basica diamante .................cccccooveennn lg

HzO destilada ..........ocoooveiiieiicecce 100ml

* Dissolver em agua quente (90 a 95°C), filtrar e em seguida resfriar até 60-70°C.
Agrégar: 2 ml de HCI 0,1N juntamente com 1g de bissulfito de sodio.

Obs.: Guardar essa solugdo em frasco escuro, na geladeira.

¢. Fosfatase acida:

cl: Meio de incubag@o:

tampé&o tris-maleato 0,1M, pH 5,0 ...................... 10ml
B-glicerofosfato de Na 1,25% .......ccccooeriirncnnne. 10ml
agua destilada ...........ocoooiiiiii 10ml

Ajustar o pH da solugdo em 5,0 com HCl 0,IN. Agregar nitrato de chumbo

0,2% até um total de 20ml, agitando fortemente com um bastdo de vidro. Deixar 5

minutos na estufa a 37°C. Filtrar dentro da estufa.

d. Tricromo de Gomori

Cromotropo € ...t 0,6g
Verde metil .........coooooiiiii e 0,3g
Acido aCtICO ........ovoooeeee e Ig
Acido fosfotingstico .............ooccovoovorveeeeeeeee, 0,8g

Agua destilada ............cooooooovooooeeeeeeeeeee 100mli



RESULTADOS
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4.0. RESULTADOS

4.1. MICROSCOPIA DE LUZ

4.1.1. Localiza¢ido da paraifise na tartaruga Trachemys scripta dorbigni

A vparafise da tartaruga Trachemys scripta dorbigni é um Orgdo bem
desenvolvido e constante. Localiza-se na linha média (fissura inter-hemisférica)
limitando-se superior e posteriormente com a pineal, lateralmente com os

hemisférios cerebrais e na regido inferior com o teto do III° ventriculo (Figs. 2A, 2B,

2C, 2D, 2E).

4.1.2. Analise morfologica

A analise histologica através da microscopia de luz revela que a parafise é
revestida por um epitélio simples, cuboidal (Fig. 5), cujas células apresentam um
ntcleo central arredondado e o citoplasma possui um aspecto quase translicido. Em
material incluido em metacrilato e corados com H.E. foi possivel observar a presenga
de nucléolos. Células supra-ependimarias (macrofagos) podem ser visualizadas sobre
o epitélio da parafise (Fig. 5) e células ependimarias com prolongamentos n3o foram
encontradas.

Abaixo deste epitélio, encontra-se um tecido conjuntivo (Fig. 4), onde
observamos a presenga de uma grande quantidade de capilares sangiiineos (Fig. 4).

Das células do tecido conjuntivo que foram visualizadas, as que mais se destacam
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sd0 os mastocitos, que foram corados com azul de toluidina e cujos granulos
apresentam metacromasia (Fig. 6). Estes mastocitos estdo presentes em maior
nimero principalmente naqueles tibulos da parafise mais préximos a pineal, portanto
numa posigdo mais dorsal. Foi também observado uma grande populagio de

mastocitos presentes sobre a pineal, ou seja, entre esta e o seio sagital superior (Fig.

3).

4.1.3. Anailise histoquimica

Observamos no epitélio da parafise um pequeno numero de células Perls-
positivas. Os precipitados de coloragdo azul intenso obtidos apds o tratamento com o
azul da Prussia revelam a presenca de ferro férrico (Fe*) (Fig. 7A). Verificamos que
as células epiteliais dos plexos cordides da cobaia (controle positivo da reagdo)
evidenciaram uma marca¢do pronunciada. Essa reagdo também ocorreu na regido
apical das células epiteliais da pineal (Fig. 7B).

Para deteccdo dos granulos de glicogénio utilizamos duas técnicas
histoquimicas: o0 PAS e o carmin de Best.

Com a técnica do 4cido periédico de Shiff (PAS), observou-se nas células
epiteliais da parafise a presenga de escassos granulos PAS-positivos (Fig. 8A). O
niamero destes granulos era insignificante quando comparado aqueles encontrados no
figado das tartarugas utilizadas como controle. Para a realizagdo desta técnica, as
tartarugas foram coletadas e preparadas em dois periodos sazonais diferentes: no
final da primavera e no inicio do outono. Nido foram observadas diferencgas

significativas na quantidade de granulos PAS-positivos nestas duas esta¢des do ano.
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As células do epitélio parafiseal das tartarugas preparadas no outono parecem
apresentar um aumento discreto na quantidade destes granulos. Nos tdbulos da
parafise, tanto a membrana basal do epitélio como a do endotélio vascular ficaram
intensamente coradas apos o tratamento com o reativo de Shiff (Fig. 8A, 8B).

Sabendo-se que a técnica do PAS € empregada também para a coloragdo de
outras substancias, como polissacarideos neutros e organelas, tais como os lisosomas
e corpos densos, realizamos a técnica do carmin de Best que cora exclusivamente o
glicogénio. Com a execugdo desta técnica confirmamos os resultados encontrados
com a técnica do PAS, ou seja, o epitélio da parafise apresenta realmente um numero
muito pequeno de granulos de glicogénio, portanto, de dificil visualizagdo (Fig. 9A).

Quando o material foi tratado com o-amilase, observou-se a redugdo no
numero de granulos PAS-positivos no epitélio da parafise, confirmando desta forma
a presenga de escassos granulos de glicogénio. Tanto a membrana basal do epitélio
da parafise como a do endotélio apresentaram uma discreta redugdo na reagio PAS-
positiva quando comparados com o material ndo tratado com c-amilase. Contudo,
este tratamento com diastase ndo eliminou todos os grianulos PAS-positivos. Isso
demonstra que outros elementos, além do glicogénio, estdo presentes e reagem
positivamente a esta técnica (Fig. 8B). Ja no método do carmin de Best observamos o
desaparecimento de granulos carmih—positivos no epitélio da parafise quando os
cortes contoles foram tratados com a o-amilase (Fig. 9B).

Apbds a constatagdo de que a técnica do PAS corou, além de polissacaridios,
elementos distribuidos pelo citoplasma, suspeitamos que alguns destes poderiam ser
lisosomas. Para tanto utilizamos a técnica da fosfatase 4acida de Gomori que

possibilita a demonstragdo da fosfatase acida presente nos lisosomas e em
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determinadas regides do complexo de Golgi. Desta maneira, foi possivel demonstrar
que as células parafiseais apresentam granulos Fa-positivos (Fig. 10A) que possuem
uma forma caracteristica, ou seja, um anel escuro com um centro claro, sendo assim
identificados como lisosomas. Estas organelas possuem no seu interior fosfatase
acida que hidroliza o glicerofosfato e libera ions fosfato; os ions fosfato irdio reagir
com o nitrato de chumbo, formando o fosfato de chumbo, que € insoluvel e se
precipita no local onde ha atividade enzimatica (Fa). O sulfeto de aménio, por sua
vez, transforma o precipitado incolor de fosfato de chumbo num precipitado negro e
eletrodenso de sulfeto de chumbo. Desta forma verificamos uma ampla distribuicdo
dos lisosomas no epitélio da parafise.

Para controle da especificidade da reagdo, algumas sec¢des da parafise foram
previamente incubadas com NaF, que nestes casos, inibiu a reacdo enzimatica (Fig.

10B).

4. 1. 4. A vascularizaciio da parifise

Através da injeg@o intra-arterial do azul de Evans, verificamos que a parafise
permite a passagem deste corante para o seu interior, em quantidade suficiente para
ser visto a olho ni, apresentando uma coloragdo azul intensa. Isso sugere que esta
estrutura ndo apresenta barreira hemato-encefélica. Outras estruturas também foram
coradas pelo azul de Evans, entre elas o plexo coréide do IV® ventriculo e dos
ventriculos laterais, a pineal e a neurohipéofise que podem ser visualizados

macroscopicamente com muita nitidez (Fig. 11).

HFrrGs
Inst. Cifneizs 8ésicas da Sadde
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Em nosso estudo observamos que a parafise é uma estrutura altamente
vascularizada (ver mais detalhes no item 4.3) e banhada por liquor. Todas essas
caracteristicas morfofuncionais sugerem que a parafise faz parte de um conjunto de

orgdos denominados de 6rgios circunventriculares.
4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Observagdes das preparagdes de cortes sagitais e parassagitais da parafise e
de estruturas proximas a ela, revelam que a mesma € uma estrutura tubular (Fig. 12).
Apresenta tibulos que estfio dispostos de forma cordonal e paralelos entre si, com
orientagdo predominantemente dorso-ventral. A maioria dos “corddes” sdo bastante
retilineos; alguns possuem um aspecto enovelado e outros apresentam ramificagGes
que provavelmente conectam-se entre si (Fig. 13). O conjunto destes “corddes”
formam as paredes que delimitam um tubo e que se estende dorsalmente até a
glandula pineal (Fig. 12) e ventralmente comunica-se com 0 tetb do III° ventriculo
através de uma abertura (ver fig. 2D). A superficie ventricular dos tabulos da parafise
apresenta-se homogénea em basicamente todas as regides.

As células epiteliais da parafise ndo apresentam um limite bem definido
quando observadas no microscopio eletronico de varredura, embora possamos
reconhecer os limites aproximados de cada uma das células (Fig. 14). Circundando o
conjunto de tibulos encontramos um envoltério meningeo (Fig. 12), que ja foi
demonstrado anteriormente em cortes horizontais e coronais (Figs. 2C, 2D).

Envolvendo o complexo parafise-pineal existe a formagiio de uma grande cisterna

(Fig. 12).
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No apice das células epiteliais, observou-se a presenga de microvilosidades
curtas e de tufos de cilios longos (6,5 a 9 um de comprimento) (Fig. 15). Foi possivel
observar que no apice de algumas microvilosidades estavam presentes, em niimero
razoavel, dilatagdes com didmetro de 0,1 a 0,5 um (Fig. 16). Os cilios na maioria das
células possui uma localizagdo central. O nimero de cilios presentes em cada tufo,
variou de 4 a 11, seus didmetros variaram entre 0,18 e 0,23 um, e encontramos com
grande freqiiéncia em sua extremidade dilatagdes que possuiam em seu maior eixo de

0,6 e 0,9 um de comprimento (Fig. 17).
4.2.1. Células macrofagicas

Na superficie ventricular das células epiteliais da parafise encontramos, com
pouca freqiiéncia, células com o corpo celular arredondado, superficie irregular e que
apresentavam prolongamentos longos, tortuosos e delicados. O nimero destes
prolongamentos, com raras excegdes, era bastante constante, geralmente em numero
de trés por célula. Pelas caracteristicas morfologicas acreditamos que estas células
pertencam a linhagem macrofagica (Fig. 18). N3o foram encontrados elementos do

tipo “liquor contacting neurons” em nenhuma regido da parafise.
4.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A anélise através da MET do epitélio da parafise revela que estas células
apresentam o nucleo central (5,3 a 7,5 pm de didmetro), ocupando grande parte do

citoplasma celular e na maioria das vezes possui forma arredondada (Fig. 19).
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Circundando o nucleo temos o envoltorio nuclear com sua dupla membrana que
delimita a cisterna perinuclear (Fig. 23). A cromatina nuclear apresenta-se tanto sob
a forma de eucromatina como de heterocromatina, esta ultima distribuida pelo
nucleoplasma e também aderida a face interna do envoltério nuclear. Os nucléolos
sdo bem evidentes, geralmente de posi¢do excéntrica, com a forma esférica (0,08 a
0,12 pm de didmetro) sendo bem evidente a cromatina associada a ele (Fig. 19).

A membrana celular da por¢io basal caracteriza-se por apresentar pequenas
vesiculas. Adjacente a membrana celular encontra-se a lamina basal que € uniforme e
continua ao longo de toda a sua extensdo (Fig. 19).

As células epiteliais da parafise apresentam em seu apice numerosas
microvilosidades (Fig. 19, 20) com comprimento maximo de 3,5 pm e um didmetro
aproximado 0,2 um, com provavel fun¢io de aumentar a superficie de trocas das
células epiteliais. Estas microvilosidades ficam dispostas de maneira uniforme e no
seu interior estdo presentes os microfilamentos que fazem parte do citoesqueleto da
célula. Cilios também foram observados, porém em nimero pequeno quando
comparados as microvilosidades. Estes cilios originam-se dos corpasculos basais que
se localizam no citoplasma apical (Fig. 19, 20).

Na regido apical da célula € bastante fregiiente a presenga de granulos com
didmetros de até 2 um, contendo um material pouco eletrodenso. As imagens
sugerem a extrusio do material contido nestas vesiculas para o compartimento
ventricular (Fig. 21).

Grandes espagos intercelulares foram observados quando o material foi

fixado por perfusdo, o que poderia caracterizar um artefato de fixagdo (Fig. 22), pois
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quando utilizamos a fixa¢8o por imers3o, estas dilatagdes ndo foram observadas (Fig.
23).

O citoplasma das células parafiseais possui uma densidade média quando
comparada com a densidade do nucleoplasma. Neste citoplasma destaca-se a
presenga de numerosas mitocondrias, corpos densos (0,8 a 1 pm de didmetro) e
goticulas de lipidio medindo de 0,6 a 2,5um de didmetro. Estas estruturas sdo
constantes e situam-se principalmente proximo ao polo apical (Fig. 24, 25, 26).

As mitocondrias apresentam uma forma que variava de arredondadas a
alongadas com numerosas cristas com disposi¢@o normalmente transversal (Fig. 24)

Um numero variado de corpos densos, provavelmente lisosomas secundérios,
também estdo presentes no citoplasma das células epiteliais. Estas organelas
apresentam um conteddo denso e heterogéneo, sendo possivel observar no seu
interior a presenga de numerosos granulos e estruturas lamelares (Fig. 25).

Elementos do citoesqueleto, microfilamentos e microtibulos estdo sempre
presentes (Fig. 22).

Goticulas de lipidio sdo constantes, de contetido homogéneo, distribuidas
principalmente na zona apical da célula e com uma interface citoplasmatica mais
densa (Fig. 22 e 26).

Uma caracteristica marcante do tecido conjuntivo € a presen¢a de inimeros
mastocitos (6,2 a 8,5um de didmetro). O niicleo destas células é central e a cromatina
estd agrupada principalmente proxima a superficie interna do envoltério nuclear. No
citoplasma inimeros granulos contendo componentes com disposi¢do lamelar
podem ser observados. A superficie caracteriza-se por apresentar Vvarios

prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 27).
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Outro componente do tecido conjuntivo que pode ser facilmente identificado
sdo as fibrilas colagenas dispostas em diferentes dire¢des. Estas fibrilas foram
encontradas agrupadas, cruzando-se umas com as outras e mais raramente formando
feixes de fibras paralelas (Fig. 27)

Fibroblastos também foram observados no tecido conjuntivo apresentando
numerosos prolongamentos que normalmente situam-se proximos aos mastocitos €
apresentam goticulas de lipidios em seu interior (Fig. 27).

A presenga de grande nimero de capilares sangiiineos no tecido conjuntivo da
parafise é um fato marcante. O didmetro destes vasos é variavel, sendo que na
maioria das vezes possuem um lumen amplo. FO endotélio vascular € do tipo
fenestrado. As fenestras s3o fregiientes, com um didmetro aproximado de 50 a 75 nm
e sdo percorridas por um delgado diafragma (Fig. 28, 30). Estas caracteristicas
morfologicas sugerem que estes capilares sejam do tipo sinusoidal (Fig. 28). Em
relagdo as células endoteliais, ainda podemos mencionar que as mesmas apresentam
nucleo alongado e com cromatina agrupada principalmente junto ao envoltério
nuclear. No citoplasma destas células destaca-se a presenga de vesiculas pequenas
proximas a membrana celular luminal (Fig. 29). Outra caracteristica marcante em
relagio ao endotélio sdo as projegdes citoplasmaticas que podem ser observadas tanto
na porgdo apical quanto na por¢do basal destas células. Na face luminal estas
projecGes formam vesiculas de macropinocitose. As proje¢des citoplasmaticas, que
constituem as vesiculas de macropinocitose também apresentam diafragmas na sua

constitui¢do (Fig. 29).
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A lamina basal dos capilares presentes na parafise (Fig. 28) pode ser
acompanhada facilmente por grandes extensdes. Contudo, em alguns pontos ela ¢
descontinua.

No presente estudo ndo foram encontradas fibras nervosas de qualquer
natureza no tecido conjuntivo e tampouco nas posi¢des sub-epiteliais, intra-epiteliais

ou supra-epiteliais da parafise.
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Figura 1. Desenhos esquematicos mostrando a localizagdo de estruturas

- epitalamicas em diferentes espécies. PA: parifise (também marcada em
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OBS.: As figuras 2 a 30 referem-se a material de tartarugas Trachemys scripta
dorbigni.

Fig. 2: Localizagdo da parafise e estruturas com as quais se relaciona
anatomicamente. Por¢do anterior (A), por¢ao posterior (P).

2A: Corte na linha média: hemisfério cerebral (Hc); cerebelo (Cb), assoalho do
IV® ventriculo (IV); IIT° ventriculo (III);, forame interventricular (cabega de seta),
lobo éptico (LO), quiasma Optico (Qo); infundibulo (i), plexo cordide (PC). A
area que esta tracada mostra a localizagdo aproximada da parafise e da pineal
10X.

2B: Corte sagital mostrando a parafise (Pa), a pineal (Pi), o seio sagital superior
(8SS), dura-mater (seta), a cartilagem (CA), o lobo optico (LO) e o espago
subaracnoideo (ESA). Coloragdo: HE. 100 pum.

2C: Corte horizontal mostrando o aspecto tubular da parafise (Pa) e a cavidade
parafiseal (CP). Observe também a presenga do plexo cordide (PC) do ventriculo
lateral (vl). Espago subaracnoideo (ESA), hemisfério cerebral (Hc), pinéal (P1).

Coloragido: HE. 100 um.
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2D: Corte coronal mostrando a comunicagdo da cavidade parafiseal com o III°
ventriculo: Cartilagem (CA); espago subaracnoideo (ESA); plexo cordide (PC);
dura-mater (seta dupla); hemisfério cerebral (Hc), ventriculo lateral (vl);, III°
ventriculo (III); cavidade parafiseal (CP), pineal (P1); seio sagital superior (SSS).
As chaves assinalam os forames interventriculares (de Monro). Colora¢do: HE.
100um.

2E: Corte sagital onde observa-se a relagio da parafise com a parte proximal (pp)
e distal (pd) da pineal. Note a presenga de mastocitos em regides vizinhas a pineal
(cabega de seta). Veja este achado com mais detalhes na figura 3. Cartilagem
(CA), dura-mater (seta), cavidade parafiseal parcialmente delimitada (CP).
Coloragdo: HE. 50um.

Fig. 3: Corte sagital demonstrando uma populagdo de mastocitos (seta) entre a
pineal (Pi) e a camada cartilaginosa (CA). Lumen da pineal (LPi). Coloragéo:

H E. 140 ym.
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Fig. 4: Corte sagital dos tubulos da parafise corados com a técnica do tricromo de
Gomori. A cor avermelhada indica o epitélio € em verde estd corado o tecido
conjuntivo. Observar também a presenga de inimeros capilares sinusoidais (*).
10um.

Fig. 5: Tubulos parafiseais e pequena por¢do da pineal (Pi) em corte sagital
demonstrando o revestimento epitelial (setas) e a camada de tecido conjuntivo
onde podemos observar a presenga de capilares sanguineos (*). Células
macrofagicas (cabegas de seta) podem ser observadas sobre o epitélio parafiseal.
A area circundada contém uma populacdo de mastocitos. Coloragdo: HE.
140 um.

Fig. 6: Corte horizontal da parafise onde destaca-se a presenca de inimeros
mastocitos (setas). Este corte refere-se a uma regido da parafise situada logo

abaixo da pineal. Coloragdo: azul de toluidina. 10 pum.






Fig. 7. Cortes sagitais submetidos a técnica do azul da Prussia (Perls). 7A. Raros
precipitados Perls-positivos (setas) nos tibulos da parafise (Pa) 20 pym.. Compare
estes resultados com aqueles obtidos no epitélio da pineal. 7B. Presenga de uma
grande quantidade de precipitados Perls-positivos (Fe™) (setas) no epitélio da

pineal (Pi). Lumen da pineal (LPi).20 pm.






Fig. 8: Cortes da parafise submetidos a técnica do PAS. 8A. Granulos PAS-
positivos (seta) sdo encontrados muito eventualmente no epitélio parafiseal (e). A
membrana basal (cabeca de seta) esta corada (cortes incluidos em historesina). '
Capilar sanguineo (*) 10 um. 8B. Apds tratamento com o-amilase, a membrana
basal (cabega de seta) e ainda alguns granulos volumosos (seta) apresentaram
reacdo PAS-positiva. 20 um.

Fig. 9. Corte sagital dos tibulos da parafise submetidos a técnica do carmin de
Best. 9A. No epitélio parafiseal (e) rarissimos granulos carmin-positivos (setas)
foram observados. 10 um. 9B. Cortes previamente tratados com a-amilase nio

apresentaram granulos carmin-positivos no epitélio parafiseal (¢). 20 um.
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Fig. 10: Fotomicrografias mostrando a marcagdo de lisosomas através da técnica
da fosfatase acida de Gomori. 10A. Lisosomas (setas); nucleo do epitélio da

parafise (N). Com essa técnica observou-se que o nucleo também apresentou uma
reagdo positiva. 20 um. 10B. Auséncia da reago da fosfatase acida que foi inibida

pela utilizagdo do fluoreto de sédio. Epitélio (e), capilar sanguineo (¥). 10 um.






Fig. 11. Fotografias do encéfalo de tartaruga injetado intrarterialmente com azul
de Evans: cerebelo (Cb), dura-mater (d), hemisfério cerebral, lobo optico (Lo).
Porgdo anterior (A) e porgdo posterior (P) do encéfalo. 11A. Visdo dorsolateral
mostrando que tanto a parafise (p) como o plexo cordide do IV® ventriculo (PC)
ficaram bem corados. Dentro da area circundada podemos observar uma coloragio
azul mais clara que corresponde ao plexo coroide do ventriculo lateral. 10X. 11B.
Detalhes da permebilidade ao corante pela parafise (p) e também pela pineal
(estrela). Uma linha circula a abertura do teto do III° ventriculo que faz a
comunicagdo com a cavidade parafiseal (veja também a figura 2D). 16X. 11C.
Vista ventral mostrando a neurohipofise (NH) corada pelo azul de Evans.

Quiasma optico (Qo). 10X
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Fig. 12. MEV: vista topografica da parafise observada num corte

parassagital: cartilagem (CA); dura-mater (D), seio sagital superior (SSS);
parafise (Pa); espaco subaracnoideo (ESA); envoltério meningeo (setas);
regido que corresponde a localizagdo da pineal (*). Por¢@o anterior (A),

porg¢@o posterior (P). 1 mm.



Fig. 13. MEV: corte parassagital da parafise demonstrando as ramifica¢Ges (setas
vermelhas) existentes entre os tibulos que formam esta estrutura. 50 pm.

Fig. 14. MEV: fotomicrografia demonstrando os limites aproximados das células
da parafise (linhas tracejadas). Observe os tufos de cilios (Ci) e o grande numero

de microvilosidades (Mi). 1pm.
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Fig. 15. MEV: detalhes de um tibulo parafiseal. Cilios- (ci); microvilosidades
(Mi). 10 pm.

Fig. 16. MEV: superficie dos tibulos parafiseais onde podemos observar as
dilatagbes das microvilosidades (setas vermelhas). Note também a presenga de

uma macrofago e seus prolongamentos (estrelas). Cilios (Ci). 1 pm.






Fig. 17. MEV: fotomicrografia mostrando as dilata¢cGes dos cilios (*) e das
microvilosidades (setas vermelhas) que se encontram na superficie das células da
parafise. 1 um |

Fig. 18. MEYV: fotomicrografia da superficie da parifise mostrando as
microvilosidades (Mi), cilios (Ci) e uma célula supra-ependimaria (macréfago)

(*). 10 pum.
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Fig. 19. MET: eletromicrografia que indica o micleo (N) e o nucléolo (Nu) de
uma célula epitelial da parafise. No interior do nicleo observamos a eucromatina
(eu) e a heterocromatina (he). Na porgdo apical da célula encontram-se cilios (5i)
€ ﬁﬁcrovilosidades (Mi). Na porgdo basal observa-se o delineamento da
membrana celular (seta) e da ldmina basal (cabeca de seta). Os espagos
intercelulares (*) sdo amplos. Abaixo do epitélio encontramos a camada de tecido
conjuntivo (Tc). Lisosomas (estrelinhas); mitocOndrias (mt). 1pum.

Fig. 20. MET: por¢io apical de uma célula epitelial da parafise. Microvilosidades
(Mi), cilios (Ci), corpo denso (CD), mitocondrias (*), corpusculo basal (cabega de

seta), microtibulos (setas). 500 nm.






Fig. 21. MET: porgdo apical do epitélio parafiseal, onde podemos observar a
presenca de granulos (*). Note que estes granulos parecem estar extravasando seu
contetdo para o lamen ventricula: (Lv). 500 nm.

Fig. 22. MET: parafise fixada por perfusdo demonstrando grandes espagos
intercelulares. Note a presenca de pontes citoplasmaticas (p) ligando uma célula a
outra. No citoplasma encontramos mitocOndrias (Mt), gotas lipidicas (Lp),
vesiculas (v) e microtibulos (seta vermelha). 500 nm

Fig. 23. MET: parafise fixada por imersdo. Note a manutengdo dos espacos

intercelulares (setas vermelhas); compare com a figura anterior. Lumen

ventricular (Lv), nicleo (N), cisterna perinuclear (cabecas de seta). 500 nm.
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Fig. 24. MET: células epiteliais onde podemos observar a presenga de seus
princi;éis componentes citoplasmaticos. Mitocondrias (Mt), corpos densos (CD),
microvilosidades (Mi), espago intercelular (*). 500 nm

Fig. 25. MET: detalhes de um corpo denso (CD) mostrado na figura anterior.
100 nm

Fig. 26. MET: porgdo apical de uma célula epitelial: goticulas de lipidio (LP),

mitocOndrias (setas), microvilosidades (Mi). 200 nm






Fig. 27. MET: Tecido conjuntivo da parafise. Observe a presenga de
prolongamentos de fibroblastos (P), fibrilas colagenas (setas vermelhas) e de um
mastocito (M) com nucleo (N) alongado, cujo citoplasma apresenta diversos
granulos eletrodensos (G). Na superficie desta célula encdntram-se
prolongamentos citoplasmaticos curtos (setas). 500nm.

Fig. 28. Endotélio vascular onde podemos observar a presenca de diafragmas
(setas), de um prolongamento basal do endotélio (p) e da ldmina basal (seta).
Lamen vascular (Lva). 500 nm.

Fig. 29. Endotélio vascular mostrando o nicleo (N), onde a heterocrométina H
situa-se proxima ao envoltorio nuclear € a eucromatina (eu) fica dispersa no
nucleoplasma. Na superficie luminal destaca-se a presenga de vesiculas de
macropinocitose (v), onde podemos observar a presenga de diafragmas (setas
pretas). Proximo ao nucleo também é possivel observar a presenca de vesiculas
menores (setas vermelhas). Lumen vascular (Lva). 500 nm

Fig. 30: Endotélio vascular: este achado morfologico poderia sugerir o inicio da
formag@o de vesiculas de macropinocitose. Veja o local onde o citoplasma forma
uma espécie de lingiienta com diafragmas intercalados. Prolongamento de

fibroblasto (pf), prolongamento basal (p). 500 nm.
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5.0. DISCUSSAO

5.1. RELACOES ANATOMICAS DA PARAFISE

O estudo da parafise teve seu inicio no século passado, quando
FRANCOTTE (1888) identificou em alguns répteis esta estrutura, localizada na
porgdo rostral do teto do diencéfalo. A partir desse estudo, muitos outros trabathos
foram realizados em diferentes espécies de animais.

Analises de cortes seriados (sagitais, horizontais € coronais) revelam que a
parafise das tartarugas utilizadas em nosso trabalho é formada por uma cavidade
tubular com um eixo maior no sentido dorso-ventral, que se apresenta bem dilatada
nas proximidades da pineal, onde forma um fundo de saco constituido de células
epiteliais e envoltérios meningeos. O didmetro desta cavidade diminui & medida que
se aproxima da comunicagdo com o teto do III° ventriculo. Esta cavidade também foi
descrita por OWENS & RALPH (1978) em tartarugas marinhas. Devido a relacdo de
proximidade existente entre esta cavidade com a parafise e a pineal, estes autores
deram a este espago o0 nome de cavidade pineal-parafiseal. Em cobras Natrix maura,
esta cavidade também foi demonstrada, mas denominada de cavidade ventricular
central FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982).

Uma continuidade do revestimento epitelial entre a parafise e o plexo cordide
ja foi descrito por diferentes autores, em diferentes espécies de anfibios
(Amblystoma mexicanum - KAPPERS, 1948, 1950, 1956, Necturus -
SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a; rd Hyla versicolor - KEMNITZ e cols, 1990;

larva do sapo Bufo bufo - FARNESI e cols., 1994). EBBESSON & SCHROEDER
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(1975) verificaram que essa continuidade entre a parafise e o plexo cordide também ¢
encontrada nos répteis. Em nosso estudo também verificamos uma continuidade
entre o epitélio da parafise e do plexo cordide, mais especificamente com o plexo
coroide do ITI° ventriculo.

Em nosso material sempre foi possivel demonstrar uma comunicagdo entre o
limen da paréafise e o III° ventriculo. Essa comunicagdo, que ocorre através de um
pequeno orificio, também ja foi descrita em outros animais, tais como: salamandras
Amblystoma mexicanum (KAPPERS, 1948, 1950), em rds Hyla versicolor
(KEMNITZ e cols., 1990) e em larvas do sapo Bufo bufo (FARNESI e cols, 1994).
Estes resultados demonstram que a parafise ndo € um 6rgdo isolado, mas que esta em
comunica¢io com o plexo cordide e principalmente com o liquor das demais
cavidades ventriculares.

A forma tubular da parafise, descrita em nosso trabalho, também foi
demonstrada na parafise de outras espécies de répteis € em anfibios por
FRANCOTTE (1894), WARREN (1911), KAPPERS (1950, 1955, 1956a, b),
KELLY (1964), SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a), TSUNEKI (1986),
KEMNITZ e cols. (1990) e FARNESI e cols. (1994).

Autores como STUDNICKA  (1900), McMURRICH (1915),
ZIMMERMANN & GERMAN (1933), SHUANGSHOTI & NETSKY (1966),
EBBESSON & SCHROEDER (1975), acreditam que a paréfise seja um plexo
coroide modificado, principalmente por apresentar caracteristicas semelhantes ao
plexo coréide, 0 que também constatamos na parafise da tartaruga Trachemys scripta

dorbigni.
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5.2. ESTRUTURA HISTOLOGICA

As células epiteliais que revestem os tibulos da parafise recebem diferentes
denominagGes: células ependimarias (HERRICK, 1935; ROOFE, 1936; TSUNEKI,
1986), células parafiseais, epitélio parafiseal ou somente células epiteliais
(KAPPERS, 1948, 1956; SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a; EBBESSON &
SCHROEDER, 1975; OWENS & RALPH, 1978; FERNANDEZ-LLEBREZ e cols.,
1982; KEMNITZ e cols., 1990, FARNESI e cols., 1994; UENO e cols., 1994). Em
nosso estudo utilizamos as denominag¢les de células epiteliais da parafise ou
simplesmente c€lulas parafiseais.

A tabela 1 resume as caracteristicas do tipo de epitélio que reveste a parafise
de diferentes espécies de vertebrados. A parafise de tartarugas Trachemys scripta
dorbigni € formada por um epitélio simples, de forma cuboidal, semelhante ao que
foi descrito em salamandras Necturus (KELLY, 1964, SHUANGSHOTI &
NETSKY, 1966a; EBBESSON & SCHROEDER, 1975) e larvas de sapos Bufo bufo
(FARNESI e cols., 1994).

A forma do nucleo das células epiteliais da parafise apresenta variagGes nas
diferentes classes de vertebrados. Em salamandras (anfibios), os ntcleos das células
epiteliais sdo ovoides ou ovalados (ROOFE, 1936, KAPPERS, 1948, 1950, 1956;
KELLY, 1964, SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a; EBBESSON &
SCHROEDER, 1975). Em cobras Natrix maura (répteis), os nucleos epiteliais sdo
arredondados ou alongados (FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982). Na maioria
das vezes, os nucleos das células epiteliais que revestem a parafise sdo grandes,

ocupando a maior parte da célula (ROOFE, 1936, KAPPERS, 1948;
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SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a, FARNESI e cols., 1994). Em nossos
resultados verificamos que os nucleos das células parafiseais sdo arredondados e
ocupam a maior parte da célula.

A cromatina nuclear das células epiteliais da parafise também apresenta
algumas variagdes. ROOFE (1936) descreveu que em salamandras Amblystomas os
nacleos das células epiteliais da parafise apresentam cromatina agrupada
irregularmente. J4 em salamandras Necturus numerosos granulos pequenos de
cromatina encontram-se espalhados no nucleoplasma das células epiteliais
(SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a). Em cobras Natrix maura a cromatina é
homogénea e raramente agrupada (FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982). A
distribuic@o da cromatina nuclear das células epiteliais da parafise de tartarugas ndo
apresenta similaridades com as que foram descritas acima, pois nestes animais, a
eucromatina esta dispersa no nucleoplasma e a heterocromatina encontra-se agrupada
proxima ao envoltorio nuclear e circundando o nucléolo que normalmente € Gnico.
Poucos trabalhos mencionaram a presenga dos nucléolos. ROOFE (1936) descreveu
que, em salamandras, normalmente os nicleos das células parafiseais apresentam um
tnico nucléolo. Em salamandras Necturus os nucleos epiteliais apresentam um ou
mais nucléolos (SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a).

Alguns autores (KELLY, 1964, SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a;
EBBESSON & SCHROEDER, 1975), estudando salamandras Necturus, e outros
(FERNANDEZ-LLEBREZ e cols, 1982) estudando cobras Narix maura,
verificaram que os nucleos das células epiteliais da parafise apresentam algumas
indentag¢des (recessos). Este achado morfologico nuclear nio foi encontrado em

nosso material.
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Em relacio as estruturas presentes no citoplasma, nossos resultados
demonstram um acimulo de mitocdndrias, corpos densos (provavelmente lisosomas
secundarios) e gotas lipidicas, principalmente no polo apical das células epiteliais. A
presenca destas inimeras mitocOndrias sugere que esta estrutura apresente uma
atividade metaboélica acentuada. Um epitélio com conteddo citoplasmatico
semelhante foi descrito em salamandras Necturus (KELLY, 1964; SHUANGSHOTI
& NETSKY, 1966a; EBBESSON & SCHROEDER, 1975). A diferenga encontrada €
que nestes animais os granulos de lipidios acumulam-se na regido basal da célula.

KEMNITZ e cols. (1990) também descreveram a presenga de inimeras
mitocOndrias nas células parafiseais de rds Hyla versicolor. Estas mitocondrias
algumas vezes apresentavam expansdes, que segundo estes autores, ocorriam devido
a problemas de fixacdo. Em nosso trabalho ndo foram observadas estas expansGes
mitocondriais.

Grandes espagos intercelulares nas células da parafise foram encontrados por
autores como ROOFE (1936), KAPPERS (1950, 1955), KELLY (1964),
SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a), KEMNITZ e cols. (1990), FARNESI e cols.
(1994), em diferentes espécies de anfibios. SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a)
consideraram esses espagos como sendo artefatos causados por retra¢des do tecido na
rotina de preparagdo do material. Em nosso trabalho verificamos que os espagos
intercelulares existentes entre as células da parafise se mantinham quando o material
foi fixado por imersdo. Na rotina, sempre que possivel, da-se preferéncia para as
fixagGes por perfusdo (JUNQUEIRA & SALLES, 1975). Contudo, algumas células e

tecidos sdo melhor conservados através da fixagdo por imersio.
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A anilise da superficie do epitélio parafiseal de tartarugas Trachemys scripta
dorbigni ao MEV, revelou que esta superficie € coberta por inGmeras
microvilosidades curtas e cilios reunidos em tufos. Além destas estruturas também
encontramos células macrofagicas semelhantes as células do epiplexo, descritas por
LING e cols. (1998). Estes autores propuseram que uma cé€lula tipica do epiplexo
apresenta de 3 (trés) a 5 (cinco) prolongamentos citoplasmaticos emanando do corpo
celular. As células observadas sobre a superficie ventricular da parafise em nosso
estudo possuem normalmente trés prolongamentos.

Em nossa revisdo da literatura, nio encontramos nenhuma referéncia sobre a
parafise observada ao MEV. Destacamos em nossas observagdes a presenca de
dilatagGes, tanto na extremidade das microvilosidades, como na dos cilios.
Suspeitamos que estas dilatagGes sejam artefatos de preparacgdo, pois essas formagdes
ndo foram observadas ao MET.

A presenga de microvilosidades e cilios que revestem o epitélio da parafise
foi observada através da microscopia de luz e eletrénica de transmissdo e descrita por
diversos autores em diferentes espécies. Lampréias apresentam células parafiseais
com cilios proeminentes (TSUNEKI, 1986). Em tubarGes Squalus e em peixes
Bathylagus wesethi e Etmopterus, cilios e microvilosidades estdo ausentes
(SHUANGSHOTI & NETSKY, 1966a, McNULTY, 1976, TSUNEKI, 1986). J4 em
rds Hyla versicolor, numerosas microvilosidades delgadas estendem-se
principalmente para o interior dos espagos intercelulares, embora a presenga de cilios
ndo foi mencionada neste trabalho (KEMNITZ e cols., 1990). Em salamandras,
quando os cilios estdo presentes, cada célula parafiseal apresenta um tnico cilio e

observou-se microvilosidades irregularmente distribuidas (KELLY, 1964;
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EBBESSON & SCHROEDER, 1975). ROOFE (1936) estudou as c€lulas da parafise
em salamandras Amblystomas adultas, ndo relatando a presen¢a ou auséncia de cilios
e microvilosidades na superficie dessas células. Células parafiseais de larvas do sapo
Bufo bufo possuem a superficie apical coberta por microvilosidades, porém a
presenca de cilios ndo foi mencionada (FARNESI e cols., 1994). Em cobras Natrix
maura também encontram-se microvilosidades e cilios ocasionais (FERNANDEZ-
LLEBREZ, e cols., 1982). SHUANGSHOTI & NETSKY (1966a) identificaram
cilios no epitélio parafiseal de tubardes Squalus, salamandras Necturus e em
lagartixas Triton. McLEAN (1936) também observou cilios no epitélio parafiseal de
peixes ganodides. De acordo com KAPPERS (1955) o epitélio parafiseal nunca teve
cilios. Em tartarugas marinhas, as células parafiseais possuem uma borda apical em
escova, com tufos de cilios (OWENS & RALPH, 1978). A superficie af)ical do
epitélio da parafise de tartarugas ZTrachemys scripta dorbigni, apresenta
microvilosidades constantes e uniformes, bem como cilios distribuidos em tufos que
variam em numeros de 4 a 11, podendo ser comparada ao que foi descrito em
salamandras (KELLY, 1964, EBBESSON & SCHROEDER, 1975), em cobras
Natrix maura (FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982) e em tartarugas marinhas
(OWENS & RALPH, 1978).

Os elementos constituintes do tecido conjuntivo, que entram na formagio dos
tubulos da paréfise, podem variar nas diferentes espécies. Em anfibios Rana, o tecido
conjuntivo estd permeado por numerosos sinusdides venosos. Além disto, pode-se
encontrar fibras nervosas amielinicas distribuidas por este tecido (TSUNEKI, 1986;
FARNESI e cols., 1994). KELLY (1964) estudando salamandras, encontrou no

tecido conjuntivo muitas fibras colagenas. Os varios tipos de células e
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prolongamentos que podem ser distinguidos neste tecido sfo os fibroblastos, os
mastocitos e fibras nervosas mielinicas. A paréfise de cobras Natrix maura é formada
por uma camada de tecido conjuntivo, onde estdo presentes inumeros vasos
sangiiineos. Também podem ser encontradas fibras nervosas amielinicas
(FERNANDEZ-LLEBREZ ¢ cols., 1982). Em larvas de sapos Bufo bufo, a camada
de tecido conjuntivo localizada abaixo do epitélio parafiseal € rica em fibras
colagenas. Macrofagos, mastocitos, fibroblastos e fibras nervosas podem ser
observadas (FARNESI e cols., 1994). Entre os constituintes mais proeminentes
encontrados no tecido conjuntivo da parafise da tartaruga Trachemys scripta
dorbigni estdio os mastocitos, as fibras colagenas e os prolongamentos de
fibroblastos. Os mastdcitos estavam presentes em maior quantidade na regido dorsal
da parafise que fica mais préxima a pineal. Nio foram encontrados macrofagos, nem

fibras nervosas mielinicas ou amielinicas no tecido conjuntivo.

5.3. HISTOQUIMICA

Poucos ensaios histoquimicos foram realizados na parafise, sendo que os
estudos mais investigados sdo aqueles relacionados & presenga de glicogénio,
descritos principalmente na parafise de anfibios e répteis. Estudos histoquimicos e
bioquimicos demonstraram que a quantidade de glicogénio nas células da parafise e
de outras células do SNC, esta relacionada as condi¢des ambientais e as diferentes
estacbes do ano. Da primavera até o inverno, ocorre um aumento gradual de
glicogénio das células do SNC, bem como da parafise (STOCKEM, 1965;
FERNANDEZ-LLEBREZ e cols.; PARTATA & MARQUES, 1994). A parafise da

tartaruga Trachemys scripta dorbigni apresentou rarissimos granulos de glicogénio,
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por este motivo dificeis de serem observados em MET, em ambas as estagdes em que
o material foi preparado, ou seja, ndo houve variagdes significativas no contetdo de
glicogénio em animais preparados na primavera em relagdo ao outono. Em nosso
material, uma reag¢do pronunciada ao PAS sempre ocorreu na membrana basal do
epitélio parafiseal e do endotélio vascular. Esses resultados contrastam com o0s
achados de KAPPERS (1956a), que descreveu que o epitélio da parafise de
salamandras € rico em glicogénio. A presenca de glicogénio na parafise também foi
descrita em peixes, anfibios e em répteis (WOLFF, 1962; SHUANGSHOTI &
NETSKY, 1966a, McNULTY, 1976) porém, em cobras Natrix maura nido foi
identificada a presenga de particulas de glicogénio nas células parafiseais
(FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982). PARTATA & ACHAVAL-ELENA
(1995) demonstraram a presenga de granulos de glicogénio no epéndima e PCs de
tartarugas Chysemys dorbigni (corresponde a Trachemys scripta dorbigni),
comprovado pelo desaparecimento dos granulos PAS-positivos nestas regies, apos a
digestdo com a-amilase. As autoras concluiram que o glicogénio esta distribuido em
regides especificas do cérebro, porém a parafise ndo foi abordada neste artigo. Em
trabalho anterior, PARTATA (1992) mencionou a presenca de material PAS-positivo

na paréfise, destas mesmas tartarugas, sem localizagdo especifica.

Como o reativo de Shiff tem afinidade por outras substincias além do
glicogénio, utilizamos também a técnica do carmin de Best, que cora exclusivamente
o glicogénio. Com esta técnica constatamos a presenga de rarissimos granulos de
glicogénio na parafise de tartarugas Trachemys scripta dorbigni. Em nossa revisio
bibliografica ndo foi possivel encontrar trabalhos que relatassem o uso da técnica do

carmin de Best para localizar glicogénio na parafise.
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Devido a presenca constante de estruturas PAS-positivas volumosas e
arredondadas (sugestivas de lisosomas) e também devido & presenga de rarissimos
granulos de glicogénio no epitélio parafiseal quando este era submetido a técnica do
carmin de Best, resolvemos utilizar a técnica da fosfatase acida de Gomori. Esta
técnica demonstrou a presenga de material Fa-positivo no epitélio parafiseal,
predominantemente em regides proximas ao apice celular. Estes achados foram
interpretados como sendo lisosomas e corpos densos. Estes elementos que reagiram
com a fosfatase 4cida sdo provavelmente os mesmos que haviam reagido com o PAS
e isto esta de acordo com os resultados de KOENING & BARROW (1962), que
demonstraram que o reativo de Shiff também reage com lisosomas. EBBESSON &
SCHROEDER (1975), num estudo que envolvia a parafise de salamandras Necturus,
relataram a presenca de granulos semelhantes a lisosomas nas regiGes apicais das
células do epitélio parafiseal.

A presenga do elemento Fe ja havia sido descrita em varios OCVs e os que
apresentaram maiores concentragdes de Fe foram a AP, o OSF, o OVLT e a EM
(HILL & SWITZER, 1984). FERNANDES (1994) verificou a presenga de acimulos
de Fe” (ferritina) no citoplasma das células epiteliais dos plexos cordides dos
ventriculos laterais ¢ IV° ventriculo cerebral de cobaias, tartarugas Chrysemys
dorbigni e cobras-cegas Gymnophyona. Na revisio da literatura nfo foram
encontrados trabalhos que relatassem a presenca de Fe™ na parafise. Com a técnica
do azul da Prussia foi possivel detectar escassos granulos Perls-positivos nas células
parafiseais. A presenca de nmumeros maiores destes granulos foi encontrada no

citoplasma apical da gldndula pineal de um mesmo animal. Apesar da parafise ser
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uma estrutura semelhante ao plexo cordide, verificamos que ela praticamente nao

contém Fe™.

5.4. VASCULARIZACAO

A parafise ¢ uma estrutura altamente vascularizada. Observamos que esta
estrutura apresenta uma grande quantidade de capilares sinusdides fenestrados,
indicando assim uma possivel auséncia de barreira hemato-encefalica. A presenca
desta barreira na parafise de tartarugas foi demonstrada através de sua
permeabilidade ao corante azul de Evans. A vascularizagdo tipo sinusoidal foi
descrita em anfibios Amblystomas (ROOFE, 1936, KAPPERS, 1948, 1949, 1950,
1956, EBBESSON & SCHROEDER, 1975), em rds R Catesbiana e R. pipiens
(HINTON e cols., 1990), em salamandras Necturus (KELLY, 1964), em cobras
Natrix maura (FERNANDEZ-LLEBREZ e cols., 1982) e em tartarugas Chrysemys
picta marginata (WARREN, 1911). A presenca de fenestras no endotélio indicando a
auséncia da barreira hemato-encefalica foi descrita em salamandras (KELLY, 1964),
em 1ds R. catesbiana ¢ R. pipiens (HINTON e cols., 1990), em larvas do sapo Bufo
bufo (FARNESI e cols., 1994) e em cobras Natrix maura FERNANDEZ-LLEBREZ
e cols., 1982).

Algumas caracteristicas sdo basicas para que determinada estrutura cerebral
seja considerada um Orgdo circunventricular (OCV). Os OCVs sdo estruturas
altamente vascularizadas, nio apresentam barreira hemato-encefalica e estdo em
contato com um dos ventriculos cerebrais (WEINDL e cols., 1972; LOW, 1982,

PETERS e cols., 1991). Levando em consideragio estas caracteristicas, também
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encontradas em nosso estudo, consideramos a parafise da tartaruga 7Trachemys
scripta dorbigni como sendo um OCV. Varios autores (FERNANDEZ-LLEBREZ ¢
cols., 1982; KAPPERS, 1982; TSUNEKI, 1986; KEMNITZ e cols., 1990) também
descreveram a parafise como sendo um OCV, devido a sua vasculariza¢io

pronunciada e seu contato com o sistema ventricular cerebral.

5.5. FUNCOES

Existem algumas caracteristicas morfologicas observadas nas células
epiteliais da parafise que podem sugerir algumas fungSes importantes
desempenhadas por esta estrutura. Em nossos resultados, demonstramos a presenga
de vesiculas pequenas localizadas principalmente proximas ao polo apical do epitélio
parafiseal. Granulos de didmetros volumosos também foram observados na
superficie apical das células parafiseais, onde alguns parecem estar extravasando seu
conteudo para o interior do limen ventricular. A presenca destes granulos e destas
vesiculas pode ser sugestivo de uma atividade de secregdo da parafise. Sugerimos
também que, pelo fato da parafise apresentar vesiculas de macropinocitose e também
vesiculas menores no endotélio vascular, esta estrutura pode desempenhar uma
atividade de absorg¢do. A presenca de fenestras no endotélio vascular indica que
possa haver troca de substincias entre o sangue e os tecidos parafiseais e o liquor.
Estas atividades de absor¢do e secreg¢do, ou seja, a troca de substincias entre as
células da paréafise e o sangue ou o liquor, sio fungdes que ja foram sugeridas por
outros autores que estudaram a parafise de anfibios e répteis (ROOFE, 1936,

KELLY, 1964, McNULTY, 1976; OWENS & RALPH, 1978; KAPPERS, 1982,
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. FERNANDEZ-LLEBREZ e cols. 1982; KEMNITZ e cols., 1990; HINTON e cols.,
1990; FARNESI e cols., 1994).

Além destas fungdes, pelo fato das células epiteliais da paréafise apresentarem
granulos de secre¢do, acreditamos que esta estrutura possa contribuir para a produgio
do liquor, ou de alguns de seus componentes através das secrecgdes liberadas para o
limen ventricular. FARNESI e cols. (1994) também observaram granulos de
secrecdo dispersos no citoplasma das células epiteliais da parafise de larvas do sapo
Bufo bufo, principalmente no polo apical destas células, atribuindo a estes granulos
participa¢do na produgdo do liquor.

Uma questdo que ainda deve ser esclarecida relaciona-se a presenca da
parafise em passaros, mamiferos e também no homem. Se durante a evolugdo a
parafise tornou-se uma estrutura rudimentar, provavelmente outros orgdos ou
estruturas devem ter assumido as fungGes, que em animais mais primitivos eram
atribuidas a parafise. Em nossos resultados, verificamos que em tartarugas a parafise
é bem desenvolvida e de acordo com estudos realizados em diferentes espécies, esta
estrutura, quando presente, € funcionalmente importante. Assim, podemos nos
questionar: por que a parafise tormou-se uma estrutura to rudimentar em animais
mais evoluidos, incluindo o homem? Sera que as fun¢des exercidas pela parafise das
tartarugas foram substituidas no homem por outras estruturas, como os plexos

coroides e as células ependimarias?
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6.0. CONCLUSOES

1. A parafise da tartaruga 7rachemys scripta dorbigni é um 6rgédo tubular, constante
e bem desenvolvido, relacionando-se anatomicamente com a pineal, o ITI° ventriculo

e em posi¢do inter-hemisférica.

2. Consideramos a parafise como sendo um 6rgdo circunventricular por apresentar
caracteristicas semelhantes aos demais Orgdos circunventriculares, ou seja, é uma
estrutura altamente vascularizada, relaciona-se com o sistema ventricular, sendo
desta maneira banhada por liquor, apresenta capilares fenestrados indicando auséncia
de barreira hemato-encefalica, comprovada pela permeabilidade ao corante azul de

Evans, injetado intra-arterialmente.

3. Morfologicamente a parafise € caracterizada pela presenca de um epitélio simples,

cuboidal (células parafiseais) e um tecido conjuntivo altamente vascularizado.

4. No citoplasma das células epiteliais foi possivel detectar a presenca de poucos
granulos de glicogénio e ferritina. As organelas citoplasmaticas mais proeminentes
sdo as mitocondrias, os corpos densos e os lisosomas, localizados principalmente no
polo apical das células. Goticulas de lipidios também eram observados com

frequéncia.
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5. Grandes espagos intercelulares, entre as células parafiseais, foram observados
principalmente quando o animal foi fixado por perfusio, devido talvez a artefatos de

fixacgdo. Estes espagos eram mantidos na fixa¢3o por imersio.

6. A superficie das células epiteliais caracteriza-se pela presenga de numerosas
microvilosidades e tufos de cilios que provavelmente servem para auxiliar a
movimentagdo do liquor. Sobre esta superficie encontramos células que pelo seu
aspecto morfologico pertencem a linhagem macrofagica. Em alguns casos foram
visualizados granulos no apice celular que pareciam estar extravasando seu contetdo

para o limen ventricular.

7. Os tabulos que formam a parafise conectam-se entre si através de suas

ramificagSes facilmente demonstradas ao microscopio eletronico de varredura.

8. O epitélio da parafise € continuo com o plexo cordide do II° ventriculo. A
cavidade parafiseal comunica-se com o limen do IH° ventriculo, estando desta

maneira em comunica¢do direta com as demais cavidades ventriculares.

9. A presenga de vesiculas no citoplasma das células epiteliais e grinulos na
superficie celular, fenestras e vesiculas de macropinocitose no endotélio vascular da
parafise sdo caracteristicas que sugerem atividades importantes de troca de
substéncias, indicando fungdes de absor¢dio e secre¢do. Desta maneira, a parafise
pode ser capaz de liberar substancias para o interior do sistema ventricular

contribuindo para a formagao do liquor.
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Tabela 1: Epitélio da parafise de diferentes espécies de vertebrados:

Animais Tipo de Forma do Autores
epitélio epitélio
Lampréias simples cuboidal TSUNEKI, 1986
Lampreta
Peixes pseudo- cuboidal ou | SHUANGSHOTI & NETSKY,
Chondricthyes estratificado levemente 1966a
colunar
Larvas do sapo simples cuboidal ou FARNEI e cols., 1994
Bufo bufo colunar
Salamandras simples cuboidal KELLY, 1964;
Necturus SHUANGSHOTI & NETSKY,
1966a; EBBESSON &
SCHROEDER, 1975
Salamandras simples colunares ROOFE, 1936
Amblystomas
Ris Hyla simples colunares ou KEMNITZ e cols., 1990
versicolor cuboidais
Lagartixas freqiientemente | cuboidais | SHUANSGHOTI & NETSKY,
Sceloporus estratificadas 1966a
Cobras Natrix simples Nio descrita | FERNANDEZ-LLEBREZ e
maura

cols., 1982
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