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Abstract

The cytochrome oxidase fast mobilization was studied in twelve cats (Felis catus)
and three monkeys (Cebus apella). Visual stimulus of low spatial frequency, with
variations in colour and brightness and no spatial orientation allowed the observation of
cytochrome oxidase-rich patches in flattened sections of cat’s visual cortex. The patches
appeared in V1, V2 and V3 supragranular layers, as well as in other extra-striated areas.
Morphologically, those patches are equivalent to the blobs recently described in cat by
improved histochemical methods. The morphometric analysis reveals that blobs medium
size tend to increase from V1 to V2 and from V2 to V3. The densitometric analysis of
monocularly stimulated monkey’s striate cortex sections shows a cytochrome-oxidase
activation peak after thirty minutes of stimulation, followed by a decrease in optical
density at greater times. This indicates that the phenomena is composed of two distinct
phases. The monocular stimulation by stroboscopic light shows ocular dominance columns
in monkey’s V1 after thirty minutes. The cytochrome oxidase fast mobilization phenomena
may be the product of the immediate activation of one or more genes of the enzyme’s

subunits, of allosteric interactions with ATP, or of local redistribution of mitochondria.
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Resumo

A mobilizagio rapida de citocromo-oxidase por estimulagdo visual foi estudada em
doze gatos (Felis catus) e t;és macacos (Cebus apella). A estimulagdo visual de baixa
frequéncia espacial, desprovida de orientagdo espacial e com grandes variagdes de brilho
ou cor permitiu a visualizagdo de grumos ricos em citocromo-oxidase em preparagdes
planas do coértex visual de gatos. Estes grumos apareceram nas camadas supragranulares
de V1, V2, V3 e outras areas extra-estriadas do gato, e sio morfologicamente
equivalentes aos blobs recentemente descritos em gatos através de métodos histoquimicos
ndo-convencionais. A analise morfométrica revela um aumento do tamanho médio de
blobs de V1 para V2 e de V2 para V3. A analise densitométrica de secgdes do cortex
estriado de macacos estimulados monocularmente por diferentes tempos revelou um pico
de ativag@o de citocromo-oxidase em trinta minutos de estimulagdo, seguido de queda da
densidade optica em tempos maiores. Estes resultados indicam que o fendmeno seja
fasico. A estimulagdo monocular por luz estroboscopica permite evidenciar colunas de
dominancia ocular em V1 de macaco apods trinta minutos. O fendmeno de mobilizagio
rapida de citocromo-oxidase pode provir da ativagdo imediata de um ou mais genes que

codificam suas subunidades, de interagdes alostéricas com ATP ou da redistribuigio local

de mitocondrias.
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Abreviagdes

A=anterior
AMLS= area antero-medial do banco lateral do sulco supra-sylviano
CDO=colunas de dominancia ocular
D=dorsal
FST=area do fundo do sulco temporal superior
GLd=nucleo geniculado lateral dorsal
IP=sulco intraparietal
L=lateral
lat=sulco Lateral
lu=sulco lunatus
M=medial
MH=meridiano horizontal
MST=area MST ou V6
MT=area MT ou V5
P=posterior
Pa=sulco para-occipital
PML S=area postero-medial do banco lateral do sulco supra-sylviano
PO=sulco parieto-occipital
POd=area parieto-occipital dorsal
spl=sulco Splenialis
ssyl=sulco Supra-Sylviano
TEO=area temporal occipital
=ventral
V1=area visual primaria
V2=area visual secundaria
V3=area visual terciaria
V4=area V4
VIP=area intraparietal ventral
VLS =area ventral lateral suprasylviana
VM=meridiano vertical
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INTRODUCAO

1.1 O Principio Arquitetonico da Modularidade

A singularidade morfologica das células nervosas e a complexidade de conexdes
por elas estabelecidas representaram por muito tempo um grande desafio ao conhecimento
cientifico do cérebro. No final do século XIX, com a introdugdo da técnica histologica da
impregnagdo pela prata, Camillo Golgi torna possivel pela primeira vez a investigagao do
neurdnio em condigdes de relativo isolamento anatomico, uma vez que o método € capaz
de corar apenas cerca de 1% da populagio de células nervosas presentes na regidao
estudada. Aplicando sistematicamente o método de Golgi a sistemas nervosos de muitos
animais diferentes, Santiago Ramon y Cajal (1909) pdde estabelecer alguns dos principios
gerais da Neurobiologia, descrevendo o neurénio como unidade basica do sistema
nervoso, capaz de receber e transmitir sinais unidirecionalmente através de estruturas
especializadas (dendritos e axodnio) e de estabelecer contatos especificos e precisos
(sinapses) com outros neurdnios. Brodmann (1905 apud Zeki, 1993b) descreveu a
organizagdo laminar do neocortex de mamiferos, que possui seis camadas distintas de
células. Desde entio, a elucidagio da arquitetura subjacente ao sistema nervoso
permanece como um dos problemas centrais da investigagdo do cérebro.

Os estudos exaustivos pelo método de Golgi da organizagdo sinaptica em

neocortex de ratos levaram Lorente de N6, discipulo de Ramén y Cajal, a propor que



colunas verticais de células corticais seriam capazes de estabelecer conexdes aferentes e
eferentes sem necessariamente haver espalhamento horizontal da atividade neuronal, uma
vez que a conectividade é preponderantemente vertical e ndo horizontal (1922, 1949 apud
Mountcastle 1957). A questdao do papel da transmissio intracortical horizontal na fungao
cerebral e a idéia de que o cortex se organiza em unidades morfo-funcionais elementares
motivaram Sperry (1947) a realizar multiplas incisGes verticais no cortex somestésico e
motor de macacos. Como resultados de tais experimentos, em que os cortes reticulados se
estendiam através da substancia cinzenta até a substancia branca, os animais ainda eram
capazes de atividade motora normal, em termos dos testes aplicados. Incisdes semelhantes
em cortex visual de gatos (Sperry et al., 1955 apud Mountcastle, 1957) foram igualmente
ineficazes em prejudicar a discriminagio fina de padrdes visuais pelos animais. Os estudos
de Sperry levantaram evidéncias de que colunas verticais corticais bastante estreitas sao
capazes de sustentar fungdes razoavelmente complexas de modo auténomo: ‘The results
fail to confirm theories of brain function which have assumed that horizontal intracortical
transmission (...) of discrete excitations (...) plays any major or essential role in cerebral
organization”.

Em 1957, através de estudos eletrofisiologicos de unidades isoladas no cortex
somestésico de gatos, Mountcastle apresenta uma base experimental solida que introduz
de forma explicita o conceito de modularidade cortical, ao descrever colunas verticais de
células com mesmas propriedades de campos receptores periféricos: “.there is an
elementary unit of organization in the somatic cortex made up of a vertical group of cells

extending through all the cellular layers. The neurons of such a group are related to the



same, or nearly the same, peripheral receptive field upon the body surface” Com base na
descoberta das colunas somestésicas no gato, Mountcastle enuncia claramente sua
hipotese: “..the elementary pattern of organization in the cerebral cortex is a vertically
oriented column or cylinder of cells capable of input-output functions of considerable
complexity, independent of horizontal intragriseal spread of activity”.

Logo em seguida a Mountcastle, Scheibel e Scheibel (1958 apud Szentagothai,
1975, 1985) publicam seus estudos anatomicos da formag@o reticular em ratos,
camundongos, gatos, cies, macacos e humanos; a descri¢do de arranjos espaciais regulares
das arborizagdes axonal e (em menor medida) dendritica, com forma, tamanho e
orientagdo determinados, estende o principio arquitetonico da modularidade neuronal para

fora do cortex.



1.2 Modulos Corticais Visuais

O grande incremento da atividade de pesquisa em neurociéncias na década de SO
consolidou a no¢do de organizagdo colunar cerebral, e particularmente cortical. Estes
estudos culminaram com a descoberta das colunas de seletividade orientacional e das
colunas de dominéncia ocular no cértex visual de gatos (Hubel & Wiesel, 1959, 1962,
1963). Penetragdes de microeletrodios perpendiculares a superficie cortical encontravam
neurdnios supragranulares cujas respostas eletrofisiologicas apresentavam preferéncia por
determinadas orientagdes espaciais do estimulo. A realizagdo de penetragdes obliquas, no
entanto, evidenciava variagdes periodicas da seletividade orientacional. Este achado foi
entendido por Hubel e Wiesel como resultado da existéncia no cortex visual de
hipercolunas verticais de células contendo minicolunas para cada orientagdo; a
periodicidade da seletividade orientacional em penetrag6es obliquas seria consequéncia da
penetragdo de multiplas hipercolunas em sequéncia, gerando o encontro de igual nimero
de minicolunas correspondentes a cada orientagdo. Tais estruturas receberam o nome de
colunas de seletividade orientacional (CSO).

Nos mesmos experimentos, Hubel e Wiesel verificaram que as penetragdes
perpendiculares na camada IV do cortex visual primario encontravam células sem
seletividade orientacional mas com forte preferéncia por um dos olhos; analogamente, os
sinais obtidos em penetragdes obliquas na camada granular interna eram alternadamente

dominados por um dos olhos dos animais.



Poucos anos depois, padrdes funcionais semelhantes foram descritos no coértex
estriado de macacos (Hubel & Wiesel, 1968, 1974). Tais bandas horizontais de neurdnios
foram denominadas colunas de dominadncia ocular (CDO). Na concepgdo de Hubel e
Wiesel, cada hipercoluna estaria sobre uma CDO, de modo que cada regido do espago
visual seria representada no coértex por duas hipercolunas adjacentes, cada uma
relacionada a um dos olhos. Diversos trabalhos posteriores objetivaram a reconstrugio
anatomica das CDO. A observagdo dos terminais degenerados na camada IVc do cortex
estriado apds lesdes localizadas em camadas especificas do nucleo geniculado lateral
(GLd) permitiu pela primeira vez a visualizagdo do padrido colunar de dominancia ocular
(Hubel & Wiesel, 1972). Entre outras abordagens, as CDO foram demonstradas por
injegdo monocular de aminoacidos triciados e subsequente auto-radiografia (Wiesel et al.,
1974), pelo método mieloarquitetonico de Liesegang de prata reduzida (LeVay, 19795),
por revelagio histoquimica apos inje¢do monocular de aglutinina-peroxidase (Hendrickson
et al., 1978) e pela coloragdao de Nissl varios meses depois de enucleagdo monocular
(Haseltine et al., 1979). A laminagdo do GLd, bem como a segregag@o de suas aferéncias
conformando CDO no cortex visual, parecem ser a expressdo da competigdo binocular
durante a neurogénese do sistema visual (Swindale, 1980). A consolidagdo de tais padrdes
requer, entretanto, excitagdo visual pos-natal concordante e equivalente em ambos os
olhos. A manutengdo por varias semanas do equilibrio ou harmonia binocular da
experiéncia visual € crucial para a formagdo das CDO, até um periodo critico além do qual
a plasticidade neuronal diminui drasticamente (Hubel & Wiesel, 1970; Cynader et al.,

1980). Experimentos de privagdo monocular de gatos e macacos recém-nascidos resultam



em grandes alteragdes de preferéncia ocular de neurdnios do cortex visual, em detrimento
do olho ocluido (Hubel & Wiesel, 1977). E provavel que as CDO estejam implicadas na
visdo estereoscopica, uma vez que esta requer a formagao de paralaxes produzidas pela

binocularidade (Julesz, 1986 apud Kandel,1991).

A auséncia de correspondente anatdmico das colunas somestésicas evidenciadas
eletrofisiologicamente parece ter permitido que as CDO, morfologicamente bem definidas
tanto em gatos (Shatz et al., 1977, Shatz & Stryker, 1978; LeVay & Stryker, 1979,
LeVay et al., 1979; Swindale, 1981; Stryker, 1982; Mower et al., 1985; Lowel & Singer,
1987, Lowel et al., 1988; Anderson et al., 1988) quanto em primatas (Wiesel et al., 1974,
LeVay et al., 1975, Hubel et al., 1976, Hubel & Wiesel, 1977; Hendrickson et al., 1978;
Hubel ef al., 1978; Tigges & Tigges, 1979; Hitchcock & Hickey, 1980; LeVay et al.,
1985; Hess & Edwards, 1987, Rosa et al., 1988; Spatz, 1989; Florence & Kaas, 1992),
ofuscassem a importancia dos estudos pioneiros de Mountcastle para o principio da
modularidade cortical.

Técnicas de registro Optico recentemente desenvolvidas permitiram também a
visualizagdo das CSO, dispostas no cortex em vortices ou ‘pinwheels” (Blasdel & Salama,
1986; Grinvald et al., 1986; T’so et al., 1990; Bonhoeffer & Grinvald, 1991, Bartfeld &
Grinvald, 1992; Blasdel 1992). Varios outros mddulos corticais e extra-corticais ja foram
descritos em mamiferos (Goldman & Nauta, 1977, Purves, 1992), indicando que ao menos

parte do processamento neural é modularizada.



1.3 Paralelismo e Modularidade

O conceito de modulo no sistema nervoso encontra significado mais completo
quando associado a no¢do de que o processamento sensorial, especialmente o visual,
parece ocorrer através de multiplas vias paralelas (Van Essen et al., 1992). As primeiras
evidéncias de que o processamento da informagdo visual ndo poderia ser exclusivamente
hierarquico (ou serial) tém origem em estudos neuroldgicos; sindromes visuais como a
acromatopsia, a cromatopsia e a acinetopsia revelaram a possibilidade de deficit isolado
em diferentes atributos da imagem, tais como forma, cor e movimento (Zeki, 1990,
1993a). Muito precocemente a investigagdo clinica de lesdes perfurantes no lobo occipital
em mutilados de guerra permitiu a construgao de uma cartografia surpreendentemente
acurada das regides do cortex associadas a cada uma destas sindromes (Zeki, 1993b).

A sugestido de que a informagio visual é decomposta a partir de VI e se projeta
para varias areas visuais anatomica e funcionalmente distintas motivou uma intensa
atividade de pesquisa nas décadas de 70 e 80. Basicamente, € possivel entender o cortex
visual como sendo composto de trés grandes vias paralelas (figura 1), especializadas no
processamento de diferentes atributos da imagem (Gattass et al., 1990a). No lobo parietal
localizam-se as vias dorso-medial e dorso-lateral, que se projetam a partir de V1 para PO
e MT, respectivamente. De modo sumario, tais vias recebem aferéncias das camadas
magnocelulares do GLd (Gattass & Gross, 1981; Ungerleider & Mishkin, 1982; Zihl et al.,

1983). No lobo temporal localiza-se a via ventral, que se projeta a partir de V1 para V2,



V3 e V4, preponderantemente, a via ventral recebe aferéncias das camadas parvocelulares
e interlaminares do GLd (Zeki, 1976, 1978, 1983; LaChica & Casagrande, 1992).
Acredita-se que as vias dorsais sejam responsaveis pelo processamento de
variaveis espaciais relacionadas a movimento (Zeki, 1974; Gattass & Gross, 1981),
fornecendo informagdes sobre onde esta o objeto visualizado. Em contraste, a via ventral
parece ser responsavel por representar forma e cor (Zeki, 1980), informando sobre o que
€ o0 objeto visualizado. Alguns estudos, entretanto, argumentam contra a nogdao de um
paralelismo estrito, apresentando evidéncias de representagdes redundantes dos atributos
da imagem em diferentes vias corticais, com a ocorréncia de convergéncias e divergéncias
(DeYoe & Van Essen, 1988; Krubitzer & Kaas, 1989; Schiller & Lee, 1991; Van Essen &
Gallant, 1994). De toda forma, o fato de que se originam de V1 vias paralelas distintas
implica a existéncia de subdivisdbes morfo-funcionais desta area, o que consiste

precisamente na nogdo de modulo cortical.
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1.4 Citocromo-oxidase como Marcador Metabolico

A citocromo-oxidase - também denominada citocromo-c-oxidase, citocromo aa; ,
ferrocitocromo-c, oxigénio oxirredutase , indofenol oxidase- foi pela primeira vez referida
por MacMunn (1886 apud Keilin, 1925), que se utilizou de um espectroscépio manual
para observar seu espectro caracteristico, com quatro bandas de absorg¢@o distintas no
estado reduzido e nenhuma no estado oxidado. MacMunn denominou o pigmento
respiratorio ligado a ferro de miohematina ou histohematina, por encontra-lo nos musculos
e outros tecidos de representantes de varias ordens animais. Varios trabalhos posteriores,
entretanto, puseram em duvida a existéncia da citocromo-oxidase, preferindo acreditar que
se tratava de um hemocromégeno ordinario derivado da hemoglobina. A polémica
perdurou até o século XX, quando Keilin (1925) estabeleceu de forma indubitavel a
identidade autdnoma da molécula. A fung@o bioldgica da entdo chamada Atmungsferment
(enzima respiratéria) foi elucidada por Warburg (1930), através de estudos
espectrofotométricos da inibigdo por monoxido de carbono da respiragio celular,
reversivel por iluminagio.

A citocromo-oxidase € a ultima enzima da cadeia respiratoria presente na
membrana interna de mitocondrias de eucariotos, bem como na membrana plasmatica de
alguns procariotos (Wong-Riley, 1989a). E composta por trés subunidades codificadas no
genoma mitocondrial e de trés a dez subunidades codificadas no nucleo (Ebner et al.,
1973; Mason & Schatz, 1973; Cabral ef al., 1978; Kadenbach ez al., 1983, Wong-Riley,

1989a); ao contrario das subunidades mitocondriais, extremamente conservadas ao longo
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da evolugdo, as subunidades nucleares variam em quantidade e em suas sequéncias de
aminoacidos, tanto entre espécies quanto entre diferentes tecidos de um mesmo organismo
(Kuhn-Nentwig & Kadenbach, 1985; Hevner & Wong-Riley, 1991). A fung¢do da
citocromo-oxidase consiste da transferéncia de elétrons do citocromo-c ao oxigénio
molecular, numa reagdo que tem como produto a agua (Keilin & Hartree, 1939).
Paralelamente, a sequéncia de oxirredugdo da cadeia de transporte de elétrons é
responsavel pelo bombeamento de protons para o espago intermembranico da
mitocondria; o gradiente quimiosmotico resultante € capaz de promover a fosforilagao
oxidativa de ADP (adenosina di-fosfato) em ATP (adenosina tri-fosfato) através da enzima
Fo-F; ATPase, suprindo em larga medida as necessidades energéticas da célula (Mitchell,
1966 apud Kadenbach & Merle, 1981). Enquanto as subunidades mitocondriais
conformam o sitio catalitico da enzima, acredita-se que as subunidades codificadas no
nucleo possuam fungdes regulatorias (Kadenbach & Merle, 1981; Hither & Kadenbach,
1986; Bisson et al., 1987).

Tendo em vista seu papel na respiragdo celular, é compreensivel que os niveis de
citocromo-oxidase dentro das células estejam relacionados aos graus de atividade das
mesmas. Varios trabalhos demonstram a queda dos niveis funcionais de citocromo-oxidase
provocada em células nervosas por bloqueio quimico ou fisico da atividade aferente
(Wong-Riley, 1978, 1979; Wong-Riley & Riley, 1983; Onoda & Imamura, 1984; Wong-
Riley & Carrol, 1984; Land, 1987, Casagrande & Condo, 1988; Wong-Riley., 1989b,
1989¢c), bem como por isquemia transitoria (Wagner et al., 1991). Durante o

desenvolvimento poés-natal do cérebro ocorrem variages marcantes da atividade
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enzimatica da citocromo-oxidase, cujos niveis sdo baixos logo apos o nascimento e na
velhice, ocorrendo um pico de atividade durante o desenvolvimento (Klee & Sokoloff,
1967, Nemat-Gorgani et al., 1984; Kennedy et al., 1985). A cicatrizagdo apos injaria
quimica de corneas de coelhos envolve um aumento da atividade de citocromo-oxidase
(Hayashi & Kenyon, 1988).

Um dos métodos utilizados para revelar CDO consiste na enucleagdo monocular
do animal seguida de uma sobrevida de alguns meses até o sacrificio; o cortex visual €
entdo processado pelo método histoquimico de citocromo-oxidase, revelando bandas
escuras de alta atividade correspondentes ao olho remanescente intercaladas com bandas

claras de baixa atividade relativas ao olho enucleado (Wong-Riley, 1979).
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1.5 Histoquimica para Citocromo-oxidase

Provavelmente por ser uma proteina estrutural fortemente ancorada a membrana
mitocondrial interna, a citocromo-oxidase presente em tecido adequadamente fixado
mantém grande parte de suas propriedades enzimaticas, mesmo apds meses e até anos
(Kugler, 1990; Liu ef al., 1993). A detecgdo de citocromo-oxidase num dado tecido pode
ser feita por varios métodos: espectroscopia de refletdncia diferencial, ensaios enzimaticos,
imunohistoquimica, cito- e histoquimica (Jobsis ef al., 1977, Wong-Riley, 1989a; Hevner
& Wong-Riley 1990). Métodos histoquimicos para porfirinas sao conhecidos pelo menos
desde o comego deste século (Adler, 1904 apud Lison 1936, Marinesco 1919 apud Lison
1936); o uso de compostos organicos aromaticos para evidenciar a presenga de
‘fermentos oxidativos”, como eram conhecidas catalases, peroxidases e a propria
citocromo-oxidase, permitia ja em 1922 que Marinesco investigasse processos como a
regeneragdo de nervos, o envelhecimento e a morte de neurdnios em termos metabolicos.
Entre os diversos compostos cromogenos utilizados, a benzidina estava entre os mais

importantes, conforme revisado por Lison (1936).

Curiosamente, tais métodos histoquimicos parecem ter sido ‘redescobertos” nas
décadas seguintes (Graham & Karnovski, 1966, Wong-Riley, 1979), sem que se tenha
dado crédito adequado aos trabalhos pioneiros no assunto. A técnica atualmente
empregada ndo difere em esséncia da incubagdo do tecido estudado em presenga de uma

benzidina reduzida e de um transportador de elétrons. Hoje o método histoquimico para
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revelar a citocromo-oxidase utiliza a diamino-benzidina (DAB) para ceder elétrons ao
citocromo-c, que por sua vez os transfere através da citocromo-oxidase ao O,, reduzindo-
o em H,O. A DAB ao se oxidar gera um polimero indaminico de cor marrom, osmiofilico
e insoluvel; a precipitagdo da DAB permite a detecgd@o da enzima tanto sob microscopia
Otica quanto eletronica (Carroll & Wong-Riley, 1984; Wong-Riley, 1989b, 1989c; Kugler,

1990).

1.6 Blob: um Novo Modulo Cortical Visual

Com o proposito original de estudar a atividade de citocromo-oxidase nas
diferentes camadas do cortex de Macaca e Saimiri, Horton e Hubel (1981) descobriram
flutuagbes periddicas da coloragdo histoquimica nas camadas II e III, observadas em
cortes coronais; a realizagdo de cortes tangenciais a superficie cortical revelou um padrio
conspicuo de manchas ricas em citocromo-oxidase regularmente espagadas entre si, 0 que
os proprios autores consideraram surpreendente em vista da auséncia, até entdo, de
quaisquer evidéncias anatdmicas ou funcionais de tal organizagdo. Tais manchas mediam
cerca de 250 x 150 um, separadas entre si por aproximadamente 350 pm de tecido cortical
menos reativo. Injetando um dos olhos de um animal com prolina triciada os autores
verificaram que as manchas nas camadas II e III estavam em registro com as CDO
encontradas na camada IV, formando fileiras (‘rows”). A remog¢do de um dos olhos

causava uma redugio pronunciada de tamanho e intensidade das manchas sobre as CDO
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correspondentes ao olho enucleado. A partir de tais experimentos, Horton e Hubel
concluiram que as estruturas descritas sdo colunas verticais de células ricas em citocromo-
oxidase, perpendiculares ao centro das CDO; devido a sua aparéncia em planos
tangenciais de corte, foram denominadas de “blobs”, em contraposi¢gdo a matriz mais
fracamente corada onde se intercalam, chamada de “interblob” (Horton & Hubel, 1981).

A descoberta de padrdes de citocromo-oxidase similares em diversas espécies
diferentes de primatas do Novo e do Velho Mundos (Horton e Hubel, 1981; Horton,
1984; Horton & Hedley-Whyte, 1984; Hendrickson & Tigges, 198S; Tootell et al., 1985,
McGuiness et al., 1986; Condo & Casagrande, 1990) sustentou em certa medida a
proposi¢do de Horton e Hubel (1981) de que os blobs seriam a expressdo de um sistema
de aferéncias, eferéncias e conexdes intrinsecas caracteristico e distintivo do cortex visual
de primatas, uma vez que seus estudos preliminares indicavam a auséncia de blobs em
outras ordens de mamiferos. Varios estudos levantam evidéncias da existéncia de uma via
paralela da qual fazem parte as células ganglionares W, as camadas coniocelulares
(interlaminares) do GLd, blobs, faixas finas de V2 e finalmente V4 (Livingstone & Hubel,
1982, 1983, 1984; LaChica & Casagrande, 1992; Nakamura ef al., 1993; Casagrande,
1994).

Além da detecgdo de altos niveis de citocromo-oxidase, € possivel revelar um
padrdo de blobs por técnicas histoquimicas para acetilcolinesterase, succinato- e lactato-
desidrogenases (Horton, 1984) e NADPH-diaforase (Sandell, 1986, Picango-Diniz et al.,
1992; Da Franca, 1993), por técnicas imunocitoquimicas para glutamato-descarboxilase

(Hendrickson et al., 1981), acido gama-amino-butirico(Hendry & Jones, 1986; Martin,
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1988), taquicinina (Hendry ef al., 1988) e outros peptideos cerebrais (Martin, 1988), bem
como por coloragdes especificas para mielina (Horton, 1984). Por outro lado, € relatada a
predomindncia da proteina ligante de calcio calbindina (Celio et al.,, 1986) e de

neuropeptideo Y (Kuljis & Rakic, 1989) em neurdnios do interblob.

1.7 Caracteristicas Funcionais de Blobs

Ao contrario do que ocorreu no caso das colunas somestésicas, das CDO e das
CSO, o descobrimento dos blobs se deu ndo no terreno da eletrofisiologia mas no da
morfologia, a despeito dos inimeros estudos unitarios e multi-unitarios do cortex visual
levados a cabo desde os trabalhos classicos de Hubel e Wiesel (1959, 1962, 1963, 1968).
A necessidade de investigar funcionalmente os recém-descobertos modulos corticais
motivou Horton e Hubel (1981) a realizar inje¢des endovenosas de 2-deoxiglicose
radioativa seguidas de estimulagdo visual, de modo a determinar por auto-radiografia
quais caracteristicas dos estimulos oferecidos eram capazes de marcar seletivamente os
blobs pelo aumento local da captagdo de glicose e seus analogos.Tais experimentos
sugeriam a coalescéncia das colunas de seletividade orientacional nos blobs, ja que estes
eram ativados por estimulos de quaisquer orientagdes. Livingstone e Hubel (1984), em
experimentos eletrofisioldgicos em cortex estriado de macacos, descrevem a auséncia de
seletividade orientacional de neurdnios pertencentes a blobs, em contraposi¢do a esperada
seletividade orientacional de células no interblob. Bartfeld e Grinvald (1992) endossam

estes achados ao determinar, em mapas corticais de alta resolug@o obtidos por registro
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optico de sinais intrinsecos dependentes de atividade, que 78% dos pixels correspondentes
a blobs apresentam pouca ou nenhuma seletividade orientacional, em contraste com o
interblob, em que menos de 15% apresentam pouca seletividade orientacional.

Outra diferenga funcional entre neurdnios de blobs e neur6nios do interblob diz
respeito as respostas a distintas frequéncias espaciais dos estimulos. Experimentos de
marcagdo com 2-deoxiglicose radioativa em V1 de Macaca (Tootell et al., 1988a)
demonstram que blobs respondem preferencialmente a estimulos de baixa frequéncia
espacial, ao contrario do interblob, que prefere altas frequéncias espaciais. Silverman e
colaboradores (1989) corroboram tais resultados ao mostrar que células localizadas no
centro de blobs respondem a baixa frequéncia espacial, enquanto a preferéncia por
frequéncias espaciais mais altas cresce continuamente com o aumento da distancia das
células ao centro dos blobs.

A descoberta de células com dupla oponéncia cromatica em neurdnios de blobs
(Livingstone e Hubel, 1984) levou a proposi¢ao de que a preferéncia por cor seria outra
caracteristica funcional distintiva dos blobs. Experimentos de Tootell e colaboradores
(1988b) demonstrando que blobs sdo mais ativados por estimulos coloridos que por
estimulos cinzentos de mesma luminancia suportam esta visdo, ainda que a presenga de
blobs em primatas noturnos como o Galago, o Lorise e o Aotus (Horton e Hubel, 1981;
Horton, 1984, Tootell ez al., 1985; McGuiness et al., 1986, Condo & Casagrande, 1990) e
sua auséncia em certos prossimios diurnos, como o T7arsius, o H.apalemur e o
Cheirogaleus (McGuiness et al., 1986), indiquem a insuficiéncia da proposta de que blobs

tém como fungdo basica o processamento cromatico.
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Em resumo, os blobs parecem estar envolvidos na discriminag@o de cor, contraste
e densidade de texturas. De acordo com a hipétese de Allman e Zucker (1990), blobs
seriam responsaveis pela representagdo de variaveis escalares, relacionadas a intensidade
do estimulo, enquanto o interblob representaria variaveis geométricas ou vetoriais, tais
como orientagdo e diregdo do estimulo. Ao contrario do interblob, portanto, blobs
representariam informagdes codificadas em amplitudes bastante grandes, o que exigiria
que suas células tivessem capacidade de suportar niveis extremos de atividade,
demandando quantidades muito variaveis de energia. Isto explicaria os niveis elevados de
citocromo oxidase no interior de células integrantes de blobs.

Entretanto, a distingdo blob-interblob, em termos de concentragdo de citocromo-
oxidase, deve ser entendida mais como um gradiente decrescente a partir do centro dos
blobs que como uma dicotomia entre células ‘ricas e pobres” naquela enzima. Existe uma
variagdo topografica continua na densidade da coloragio para citocromo-oxidase
correspondente a encontrada em termos de preferéncia por frequéncias espaciais baixas
(Silverman et al., 1989). Segundo Wong-Riley e colaboradores (1989b) os neurdnios de
blobs nido sdo uniformes, uma vez que cerca de 25% deles sdo muito mais ricos no seu
conteudo de citocromo-oxidase que seus vizinhos. Esses autores sugerem que tais células
correspondam aos neurOnios n3o-cromaticos dos blobs, que aparecem em proporgio
similar nos estudos eletrofisiologicos de Livingstone e Hubel (1984) e T’so e Gilbert

(1988).
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Allman e Zucker (1990) propdem que os neurOnios descritos por Wong-Riley
codificam contraste e sio a base para um sistema cortical de constdncia de brilho.
Admitindo as evidéncias de que os primatas atuais descendem de ancestrais noturnos
(Allman, 1977), os blobs podem ter surgido em animais altamente visuais, vivendo em
ambientes ( ou periodos do dia ) fracamente iluminados, com a fungdo de processamento
de brilho. Posteriormente, com o aparecimento dos primatas diurnos, os blobs teriam

evoluido de modo a conformar também um sistema de constancia de cor.

1.8 Blobs em Gatos

Como foi mencionado anteriormente (item 1.6), a presenga de blobs em cortex
visual de varios primatas € bem estabelecida, assim como sua auséncia em outras ordens
de mamiferos (Horton e Hubel, 1981; Horton, 1984; Tootell et al., 1985; McGuiness et
al., 1986; Condo et al., 1987; Allman e McGuiness, 1988; Gattass et al., 1990b; Rosa et
al., 1991). Nao obstante, uma série de comunicagdes ao Congresso da Sociedade de
Neurociéncias dos E.U.A., a partir de 1990, aponta a possibilidade de que um padrao
periodico na distribuigdo de citocromo-oxidase em camadas supragranulares do cortex
visual ndo seja um atributo exclusivo de primatas. Utilizando a histoquimica convencional
para citocromo-oxidase, Murphy e colaboradores (1990, 1991) relataram a presenga de
blobs no cortex estriado de gatos. Dick e Cynader (1993), empregando métodos

histoquimicos mais poderosos, confirmam tais observagdes, assim como Boyd &

Matsubara (1994).
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Em desacordo com os resultados de Murphy e colaboradores, ndo encontramos
blobs no cortex visual aplanado de 5 gatos pesquisados por histoquimica convencional de
citocromo-oxidase. Nao obstante, formulamos a hipotese de que a discrepancia entre os
resultados se deve a diferengas no estado fisiologico dos animais no momento dos
experimentos. Considerando que: a) as taxas de sintese e degradagdo de citocromo-
oxidase sdo reguladas por atividade neural (Wong-Riley, 1979; Hevner & Wong-Riley,
1990); b) variagdes limitadas agudas nos niveis de citocromo-oxidase sdo detectaveis por
espectrometria de refletancia diferencial (Jobsis et al., 1977); c) a citocromo-oxidase pode
ter sua atividade alostericamente regulada por ATP (Huther & Kadenbach, 1986, Bisson
etal., 1987) e d) ha evidéncias de regulagdo transcripcional e pos-transcripcional de niveis
absolutos de citocromo-oxidase, bem como de niveis relativos de seus subtipos
moleculares (Groot & Poyton, 1975; Hood, 1990; Luciakova et al., 1992), decidimos
verificar se o aparecimento de regides ricas em citocromo-oxidase, eventualmente
organizadas sob o aspecto de blobs, poderia ser induzido agudamente em gatos por
estimulagdo visual breve, imediatamente anterior ao sacrificio. As caracteristicas
funcionais dos blobs em primatas (Livingstone e Hubel, 1984; Tootell ef al., 1988a) e a
literatura sobre visdo cromatica de gatos (Loop et al, 1987) determinaram que o estimulo
oferecido tivesse baixa frequéncia espacial e variagdes intensas de brilho e/ou cor, além de
nao ser orientado espacialmente. O tempo de estimulagdo adotado, 45 minutos, foi o
mesmo utilizado nos experimentos de captagdo de 2-deoxiglicose radioativa (Kennedy et

al, 1975, Tootell et al., 1988a).
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Como resultados de nossos experimentos, pudemos observar nas camadas
supragranulares das areas 17, 18 e 19 de Brodmann um padrdao regular de regides
fortemente coradas para citocromo-oxidase imersas numa matriz de coloragdo mais fraca,
semelhante ao padrao blob-interblob encontrado em cortex estriado de primatas e gatos

(Ribeiro et al., 1994).
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1.9 Objetivos da Tese

Esta tese visa a continuar o estudo de blobs revelados por estimulagdo visual

aguda de gatos, e estender a investigagdo da mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase a

outro médulo cortical, a CDO, em primatas. Os estudos com gatos e macacos objetivam:

1. Submeter a teste os resultados anteriormente obtidos em gatos, realizando um
experimento onde apenas parte do campo visual seja estimulado. O resultado esperado
consiste em obter, num mesmo hemisfério cerebral, regides com blobs correspondentes
a parte estimulada do campo visual, e regides sem blobs correspondentes a parte nao
estimulada do campo visual e servindo de controle negativo adequado;

2. Proceder a um estudo topografico qualitativo e quantitativo dos blobs em gatos com
estimulagdo total do campo visual, determinando as areas corticais onde aparecem e,
para cada area, sua densidade espacial e seu tamanho médio em termos de
excentricidade retinotopica,

3. Determinar se a mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase também ocorre no cortex
visual do macaco Cebus apella, em caso afirmativo, investigar seu curso temporal e
verificar se a estimulagdo monocular aguda € capaz de revelar CDO por histoquimica

para citocromo-oxidase.
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MATERIAL & METODOS

2.1 Paradigma Experimental

A area cortical visual de animais submetidos a estimulagdo sensorial total ou

parcial do campo visual, em condigdes monocular ou binocular, foi estudada em

preparagdes aplanadas do cortex seccionado em planos tangentes a superficie da pia-mater

e coradas para evidenciar padrdes de citocromo-oxidase. Com este paradigma foram

observadas variagdes rapidas ( 45 minutos) do conteudo de citocromo-oxidase em duas

espécies animais: blobs em gatos (Felis catus) e CDO em macacos (Cebus apella). A

tabela abaixo resume informagdes gerais sobre os animais utilizados:

Género: Felis

Nao-estimulado (controle negativo)

Luz Estroboscopica/ Binocular/ Total

Luz Estroboscopica/ Monocular/ Total
Luz Estroboscopica/ Monocular/ Parcial
Lanternas Verde e Azul/ Binocular/ Total
Lanternas Verde e Azul/ Monocular/ Total

GB1, GB2, GB3, GB4, GB14
GBS, GB6, GBS

GB10, GB13, GB23

GB20, GB2S, GR7

GB7, GRS

GR3

Género: Cebus

Barras Multi-orientadas/ Monocular/ Parcial
Barras Multi-orientadas/ Monocular/ Total
Luz Estroboscopica/ Monocular/ Parcial

DOl
DO2
DO3

24



Até o momento das sessdes experimentais os animais foram mantidos em jaulas
limpas, receberam alimentagdo adequada, e foram tomadas precaugbes para evitar
qualquer estresse desnecessario. ApOs anestesia com injec¢do intraperitonial de 35 mg/kg
de pentobarbital (Abbot) os animais foram colocados em um aparelho estereotaxico para
fixagdo de pino metalico ao cranio para a conteng@o da cabega no plano Horseley-Clarke
durante todo o experimento, sem a presen¢a de pontos dolorosos. Este pino foi ancorado
através de parafusos auto-roscantes e resina acrilica autopolimerizavel (Simplex). Os
animais eram depois transferidos para mesa estereotaxica e imobilizados pelo acoplamento
do pino a um suporte metalico, o que proporcionava uma desobstrugido total do campo
visual por elementos do aparelho estereotaxico. Em seguida procedia-se ao exame de
fundo de olho para verificar a integridade macroscopica da retina e a transparéncia dos
meios opticos. Foi induzida midriase por meio da aplicagdo topica de cloridrato de
fenilefrina a 10% (Oculum). Durante os experimentos foram utilizados afastadores
metalicos de palpebras. Em caso de queda do grau de anestesia, verificada pela avaliagdo
dos reflexos flexor e corneano, doses adicionais de pentobarbital foram administradas.

Nos experimentos de estimulag@o parcial do campo visual de gatos, o disco optico
foi projetado sobre uma tela tangente situada a 57 cm do ponto nodal do olho do animal
por meio de um oftalmoscopio reversivel, de modo a determinar a posi¢do da area
centralis e os meridianos horizontal e vertical. No caso de macacos, foram projetados o
disco oOptico e a fovea, apdés o qué se determinou os meridianos horizontal e vertical.
Estimulos monoculares foram realizados pela oclusdo de um dos olhos com feltro negro e

fita adesiva.
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Todos os animais permaneceram 30 minutos em escuriddo antes do inicio das
sessOes experimentais, que consistiram da projegdo de focos de luz verde e azul
movimentados em todas as diregdes sobre a tela tangente, de luz estroboscopica branca ou
de barras de baixa frequéncia espacial movimentadas em todas as orientagdes, conforme
especificado na tabela acima. A duragdo das sessdes foi de 45 minutos para todos os gatos
estimulados e para o Cebus DO2. No caso dos gatos que receberam estimulagdo parcial
(GB20, GB25, GR7), a tela tangente foi ocluida com papel negro de modo que apenas
uma faixa adjacente ao meridiano horizontal fosse iluminada com estroboscopio por 45
minutos. Os macacos (DO1, DO3) estimulados parcialmente visualizaram uma tela
tangente dividida em cinco pares simétricos de segmentos que foram iluminados
cumulativamente, em intervalos de quinze minutos, através da retirada sucessiva das

mascaras de papel negro que ocluiam a tela (figura 2).
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FIGURA 2: ESQUEMA DE ESTIMULACAO PARCIAL EM GATOS E MACACOS. Os niimeros
indicam o tempo de estimulag3o.
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2.2 Processamento Histologico

2.2.1 Perfusao, Disseccao e Aplanamento

ApoOs a sessdao experimental, os animais receberam dose letal de pentobarbital (100
mg/kg) por via endovenosa, e foram submetidos a perfusio intracardiaca com cerca de 2
litros de solug@o salina isotonica a 0,9% (NaCl P.A., Reagen). Terminada a perfusio,
realizou-se a craniotomia para a retirada do encéfalo. Apos uma incisdo antero-posterior
realizada com bisturi na pele da cabega, os musculos eram afastados por meio de uma
rugina e procedia-se a abertura da calota craniana por intermédio de um saca-bocados. A
dura-mater era seccionada expondo o cérebro, que era retirado da caixa craniana apoés a
sec¢do dos nervos cranianos com um bisturi ou com uma espatula. Os hemisférios
cerebrais foram separados e seccionados de forma a separar um bloco contendo V1, V2,
V3 e parte das areas PMLS e AMLS, no caso de gatos, ou V1 e parte de V2, no caso de
macacos. Os blocos de gatos eram obtidos por meio de uma secgio coronal na altura do
terco médio do encéfalo, lateral no fundo do sulco suprasylviano e medial no fundo do
sulco Splenialis (figura 3); os blocos de macacos incluiam a maior parte dos lobos occipital
e parietal (figura 4). Os blocos de cada hemisfério foram aplanados segundo técnica

modificada de Olavarria e VanSluyters (1985) e Tootell e Silverman (1985).
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FIGURA 3: SEQUENCIA DE EMBLOCAMENTO E APLANAMENTO DO CORTEX VISUAL DE
GATO. (A) vista lateral; (B) vista medial; (C) bloco aplanado.
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FIGURA 4. SEQUENCIA DE EMBLOCAMENTO E APLANAMENTO DO CORTEX VISUAL DE
Cebus. (A) vista lateral; (B) vista medial; (C) vista lateral apos abertura dos sulcos indicando a incisao
realizada para o emblocamento, o asterisco representa a fovea;, (D) vista medial do emblocamento; (E)

bloco aplanado.
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Inicialmente foram feitas incisdes na pia-mater sobreposta aos sulcos, de modo a
permitir sua abertura gentil com os dedos. Em certos casos, devido a convexidade
intrinseca ao bloco, foi necessario um corte em sua margem medial, em local escolhido de
modo a permitir o melhor achatamento do cortex com um minimo de distor¢ado do tecido.
Passou-se entdo a remogdo da substdncia branca intra-hemisférica, pela utilizagdo de
bastdes com ponta de algoddo (Cotonetes, Johnson), umedecidos em solugdo salina
isotonica (NaCl 0,9%), que foi também utilizada para manter o bloco hidratado. O
aplanamento final foi conseguido pelo achatamento do bloco entre laminas de vidro
cobertas com filme de parafina (Parafilm, ACC). O tempo transcorrido entre o sacrificio

do animal e a imersdo dos blocos aplanados em fixador foi cerca de 60 minutos.

2.2.2 Fixacao

O bloco aplanado foi imerso por 150 minutos em solugdo de glutaraldeido (Riedel-
deHaén) 2% em tampao fosfato 0,1M pH 7,4. Os primeiros 15 minutos de fixagdo se
deram com o tecido ainda entre laminas, de modo a garantir a conservagdo da forma
aplanada depois da retirada das mesmas. Apods a fixagdo, o bloco foi mergulhado em
solugdo de sacarose P.A. (Reagen) 30% em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4 a 4°C por 12

horas.
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2.2.3 Corte e Montagem

O bloco foi posicionado sobre uma base de albumina-gelatina, coberto com resina
de inclusdo (Lipshaw M-1) e submetido a uma leve pressdo por meio de uma placa de
cobre de Smm de espessura untada com silicone. Todo o conjunto foi envolvido em gelo
seco por 2 minutos de modo a obter a congelagdo rapida do bloco, que em seguida foi
seccionado tangencialmente em micrétomo refrigerado (Cryostat, Bright Instruments
Inc.). A espessura de corte variou entre 30um e 60um. Os cortes obtidos eram montados
imediatamente em tampao fosfato 0,05 M pH 7,4 sobre laminas previamente gelatinizadas
e postos a secar em temperatura ambiente por 3 a 4 horas. ApoOs a secagem total, crucial

para evitar artefatos histoquimicos por descolamento do tecido, os cortes foram mantidos

em tampio fosfato 0,1M pH 7,4 a 4°C por 12 horas.
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2.2.4 Reacao Histoquimica para Citocromo-oxidase

O protocolo utilizado no presente trabalho consiste de uma modificagdo daquele
proposto por Silverman e Tootell (1987):

a) Pré-incubagdo a 25°C por 15 minutos em solugdo contendo:

=$COC|2 6 H20 ................................................ 0,024%
=dimetilsulfoxido (DMSO)................ccoooeeennnn. 0,48%
=tampaio fosfato O,IMpH 74.......................... q.s.p.

O cloreto de cobalto (Sigma) € reconhecido como mordente importante
para a qualidade da coloragio por varios autores (Kugler, 1990; Liu et al., 1993),
ainda que os mecanismos de sua agao permane¢am ignorados. O DMSO (Riedel-
deHaén), um detergente, tem por fungdo permeabilizar o tecido cortical de modo

a maximizar seu contato com os meios de incubagio e pré-incubagio.

b) Incubagio a 40°C por cerca de 2 horas em solugio contendo:

=3-3’-diaminobenzidina (DAB)........................ 0,05%
SSCILOCTOMO-C.v e 0,01%
=catalase de figado bovino............................ 0,004%
SDMSO...o e, 0,24%
=tampao fosfato 0,IMpH 7,4..................cco.. q.s.p.
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A catalase (Sigma) é utilizada para evitar coloragio inespecifica devido a
reagdo da 3-3’-DAB com perdxido de hidrogénio (H,O,) presente no tecido,
catalisada por peroxidases enddgenas. A 3-3’-DAB (Sigma), funciona como
cromogeno ao se oxidar, tornando-se insoluvel e de cor marrom e permanecendo

estavel nesta forma por anos (Adams, 1981).

c) Lavagem por duas vezes em tampao fosfato 0,1M pH 7,4,

d) Interrupgdo da reagdo em formaldeido 4% por 30 minutos;

f) Desidratagdo em série de concentragdes crescentes de alcool

etilico (75%, 90%, 100%) de 15 minutos de duragio cada,

g) Pernoite em xileno, seguido de montagem da laminula em

meio de montagem (Entelan).

Algumas das laminas foram sobrecoradas pelo cresil violeta (Gattass & Gross,

1981).
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O tempo de incubagio foi determinado, caso a caso, pela analise macroscopica dos
cortes até a obtengdo de coloragdes bem nitidas, de bom contraste, caracterizadas por
apresentarem um gradiente de tons do amarelo ao marrom-escuro, conforme o conteudo
crescente de citocromo-oxidase em cada regido.

A propor¢do de numero de cortes para volume dos meios de incubagdo foi de 20
laminas para cada 250ml.

A estimulagdo visual em gatos modificou os tempos da reagdo histoquimica de
citocromo-oxidase para cerca de 2 horas. Esses tempos de reagdo sdo menores, em média,
que os tempos de reagdo para gatos ndo-estimulados. A estimulagdo monocular total de
Cebus (caso DO1) promoveu redugdo similar do tempo de reagdo histoquimica, em
comparagdo com as reagdes feitas em cortes tangentes de animais nio-estimulados

(Gattass, comunicagio pessoal).

2.3 Processamento e Reconstru¢iao Fotograficos

A série de cortes de cada animal foi fotografada em filme ortocromatico 12 ASA
(Kodalith, Kodak), transiluminados com luz azul de maneira a aumentar o contraste.
Foram feitas copias em papel fotografico 18 X 24cm (Kodabrome RC F3, Kodak) numa
ampliagdo de 2,5 vezes; cada caso teve as camadas supragranulares e granular interna
reconstruidas pela superposi¢do de cortes seriados, utilizando a organizagdo vascular e
acidentes topograficos evidentes como guias para a remontagem, o que foi necessario pela
impossibilidade de realizar cortes perfeitamente tangentes a superficie cortical em toda a

sua extensao.
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As reconstrugdes fotograficas obtidas foram refotografadas em filme
ortocromatico 12 ASA (Kodalith, Kodak). Os negativos foram ampliados 13 vezes e
copiados em papel fotografico SO X 60cm (Kodabrome RC F3, Kodak). A atribui¢do do
nivel de um corte tangente em relagao as camadas corticais foi realizada pela comparagao
entre o namero de cortes da pia-mater a substancia branca e a espessura das camadas

(Beaulieu & Colonnier, 1983).

2.4 Determinagiao das Coordenadas Retinotopicas

Em gatos, a delimitag@o das areas visuais V1, V2 e V3, assim como a atribuigdo de
coordenadas retinotopicas, foram feitas de acordo com Tusa e colaboradores (1979) e
Anderson e colaboradores (1988). Em macacos, tomou-se como referéncia o estudo de
Gattass e colaboradores (1987) para atribuir coordenadas retinotopicas a V1, que se

distingue nitidamente de V2 por seu padrio de citocromo-oxidase (Rosa ef al, 1991).
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2.5 Analise Morfométrica e Estatistica

O estudo dos blobs de citocromo-oxidase do caso GB7 (hemisfério direito) foi
feito a partir de desenhos em acetato das reconstrugdes fotograficas. Para determinar a
densidade de blobs foram justapostos, sobre os desenhos em acetato, multiplos quadrados
de 13 mm de lado, de modo a cobrir toda a area de ocorréncia de blobs em V1, V2 e V3;
os quadrados foram numerados em cada amplitude de excentricidade considerada (de 10°

em 10°) em cada area pesquisada.
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As densidades D de blobs foram determinadas pelo algoritmo:

)
D= =1 xl

n

onde x; = nimero de blobs no quadrado j;
n = namero de quadrados;
i = indice dos quadrados.
Os desenhos dos blobs foram digitalizados em computador (MacIntosh LC III)
através de um ‘Scanner’de mesa (UC630 MaxColor); os blobs foram numerados e o

numero de pixels de cada um foi determinado pelo programa NIH Image V1.47. Os

T .. , 2
tamanhos médios T dos blobs para cada excentricidade em cada area, dados em mm®,

foram obtidos pelo algoritmo:

onde y; = nimero de pixels no blob j;
z =namero de blobs;
J = indice dos blobs;
p = numero de pixels em 1 mm?

As comparagdes estatisticas entre T e D foram realizadas por ANOVA univariada

(Tukey), apos a verificagdo da homogeneidade das variancias por um teste de Bartlett.
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2.6 Analise Densitométrica

A quantidade de citocromo-oxidase do caso DOl foi estimada
densitometricamente pela digitalizagdo, por meio de um ‘Scanner’de mesa (UC630
MaxColor), de sec¢des da camada IV. A densidade optica de cerca de 22x10* pixels foi
determinada pelo programa NIH Image V1.47 numa escala de 0 a 255, e transformada em
porcentagem tomando por minimo (0%) a menor densidade medida no tecido fora de V1 e

por maximo (100%) a maior densidade medida em V1.
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RESULTADOS

3.1 Consideracgoes gerais.

Zonas periodicas ricas em citocromo-oxidase foram encontradas em cortes
tangentes a superficie da pia nos cortices visuais primario (V1), secundario (V2) e
terciario (V3) de todos os 12 gatos estimulados. O mesmo n3o ocorreu em nenhum dos 5
gatos ndo-estimulados, com idénticos procedimentos histoquimicos. itas em cortes

tangentes de animais nao-estimulados (Gattass, comunicagdo pessoal).

3.2 Estimulacao parcial do campo visual em gatos.

A estimulagdo parcial do campo visual em gatos revelou um padrao regular de
regides ricas em citocromo-oxidase (blobs) apenas nas regides topograficamente
correspondentes as regides estimuladas, conforme pode ser visto na figura 5, que

representa o caso GB20, hemisfério direito.
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FIGURA S: DISTRIBUICAO TOPOGRAFICA DE BLOBS EM CORTEX VISUAL DE GATO COM
ESTIMULACAO PARCIAL DO CAMPO VISUAL.(A) Vista geral da secgdo histologica com indicagdo
dos sulcos; o retangulo representa a regido topograficamente correspondente a porgdo do campo visual
estimulada; (B) Vista ampliada do retangulo indicado em (A) e suas regides adjacentes; as setas indicam
regides de alta atividade de citocromo-oxidase contendo blobs.
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3.3 Analise morfométrica de blobs em gatos.

Os blobs evidenciados por estimulagdo visual se apresentam como estruturas
fortemente coradas para citocromo-oxidase de aspecto arredondado ou elipsdide quando
observadas em corte tangencial (Figura 6). As densidades médias e tamanhos médios de
blobs em V1 nos casos GB7, GB23 e GR3 podem ser vistos na figura 7. Encontramos
blobs nas camadas supragranulares do cortex visual de gatos com estimulagdo total do
campo visual em toda a extensio das areas visuais V1, V2 e V3, bem como na area
AMLS. Isto pode ser evidenciado na montagem fotografica, a partir de cortes adjacentes
através da camada III, que reconstroi o padrao supragranular completo de citocromo-

oxidase do caso GB7 (Figura 8).
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FIGURA 6.ILUSTRAGAO DO PADRAO PERIODICO DE CITOCROMO-OXIDASE EM V1 DOS
CASOS GB7 (A), GB23(B) E GR 3(C).
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FIGURA 7:HISTOGRAMA DE TAMANHOS MEDIOS E DENSIDADES MEDIAS DOS BLOBS DE
V1 ILUSTRADOS NA FIGURA 6. O tamanho médio de blobs do GR3 ¢é diferente do tamanho médio de
blobs do GB7 (p<0,05).
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FIGURA 8:DISTRIBUICAO TOPOGRAFICA DE BLOBS EM CORTEX VISUAL DE GATO COM
ESTIMULAGCAO TOTAL DO CAMPO VISUAL. (A) Representagio esquematica das areas V1, V2 e V3;
(B) Vista esquematica do cdrtex visual aplanado com a indicagdo de sulcos; (C) Reconstrugdo tangencial
completa da camada III do cortex visual mostrando o padrao de blobs encontrado em V1, V2 e V3,
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As variagdes dos tamanhos médios de blobs e de suas densidades médias, de

acordo com as diversas excentricidades, podem ser observadas nas figuras 9 e 10,

respectivamente. Vemos que os blobs de V1, V2 e V3 comportam-se diferentemente entre

si quanto aos seus aspectos quantitativos.
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FIGURA ‘):DISTRIBUICAO DE TAMANHOS MEDIOS DE BLOBS DE ACORDO COM GRAUS DE
EXCENTRICIDADE EM V1, V2 E V3. As excentricidades estdo representadas por seus valores
intermediarios; assim, 5° corresponde ao intervalo de 0° a 10°, 15° ao intervalo de 10° a 20° e assim
sucessivamente. Em V1, T(55°) diferente de D(5°) com p<0,05. Em V2, T(5°) diferente de T(25°-55°),
T(15°) diferente deT(25°-35°), T(35°) diferente de T(45°-55°) com p<0,05. ANOVA univariada (Tukey).
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FIGURA lO:DISTRIBUICAO DE DENSIDADES MEDIAS DE BLOBS DE ACORDO COM GRAUS
DE EXCENTRICIDADE EM V1, V2 E V3. As excentricidades estdo representadas por seus valores
intermediarios; assim, 5° corresponde ao intervalo de 0° a 10°, 15° ao intervalo de 10° a 20° e assim
sucessivamente. Em V1, D(45°) diferente de D(15°) com p<0,05. Em V2, D(>55°) difierente de D(5°-35°)
com p<0,05. Em V3, D(15°-35°) diferentes de D(5°) com p<0,01. ANOVA univariada (Tukey).

Os blobs de V1 possuem tamanho praticamente constante na regido binocular do
campo visual, medindo cerca de 0,016 mm’. Além de 50° de excentricidade ocorre um
aumento significativo dos blobs, que passam a ter em média 0,022 mm’. Analisando a
variagdo de densidades de blobs, pode-se observar uma tendéncia sutil de decréscimo com

o aumento da excentricidade. Este decréscimo so € estatisticamente significativo entre 40°

e 50°, onde a densidade média é de 6,95 blobs/mm®. Apesar da densidade média além de
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50° ser ainda menor (6,36 blobs/mm?), o tamanho pequeno da amostra nio torna a
diferenga significativa (p=0,07).

O comportamento de V2 quanto a valores médios de tamanho e densidade de
blobs €é bastante irregular. Entre 20° e 40° os blobs assumem tamanhos médios de
aproximadamente 0,024 mm?, maiores que os encontrados em outras excentricidades de
V2. Além de 40° ocorre uma redugdo do tamanho médio para valores proximos de 0,020
mm?, que ndo se igualam entretanto aos valores encontrados na representagdo central
(0,014 mm?). A analise das densidades de blobs em V2 revela um decréscimo significativo
dos valores médios na representagdo periférica (>50°), atingindo 5,8 blobs/mm? . E
possivel detectar uma oscilagdo negativa entre 20° e 30° que ndo chega a ser significativa.

Os blobs em V3 possuem tamanhos estatisticamente homogéneos, embora
apresentem uma ligeira tendéncia de crescimento com o aumento da excentricidade,
variando entre 0,023 mm” na representagio central e 0,031 mm? no crescente monocular.
A distribuigdo de densidades de acordo com a excentricidade se caracteriza por um
decréscimo significativo dos valores entre 10° e 40°. Nessas excentricidades a densidade
varia entre 6,19 blobs/mm® e 5,36 blobs/mm?, enquanto entre 0° e 10° a densidade ¢ de

9,08 mm®. Acima de 40° as densidades sdo superiores a 6,92 blobs/mm?
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A tendéncia de crescimento progressivo dos tamanhos de blobs em diregdo as
areas extra-estriadas pode ser observada na figura 11, onde se verifica que os tamanhos

mais frequentes de blobs em V1, V2 e V3 sdo respectivamente 0,015 mm?, 0,020 mm?® e

0,025 mm>.
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FIGURA 11:COMPARACAO DA DISTRIBUICAO DE TAMANHOS DE BLOBS EM V1, V2E V3. O
tamanho mais frequente de blobs € crescente de V1 para V2 e de V2 para V3.
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3.4 Estimula¢io monocular do campo visual em Cebus.

Verificamos a ocorréncia de mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase em V1 apos
estimulagdo monocular parcial de Cebus. A estimulagdo monocular total de Cebus
resultou em aumento da atividade de citocromo-oxidase a partir de quinze minutos de
estimulagdo no caso DO1, conforme € possivel observar na figura 12. As figuras 13 e 14
demonstram a existéncia de um pico de estimulagdo no tempo de 30 minutos, apds o qual
a ativag@o enzimatica diminui. O caso DO2 (ndo-ilustrado) ndo apresentou um padrio
colunar inequivoco, razdo pela qual optou-se por aumentar a intensidade do estimulo. A
utilizagdo de estimulo luminoso por estrobocopio permitiu evidenciar CDO na regidao
topograficamente correspondente a porgao do campo visual estimulada, no caso DO3.
Pode-se observar o padrao colunar na camada IV (figura 15A), bem como sua
continuidade através das camadas infragranulares (figuras 15B,C,D,E). A secgdo
histologica correspondente a figura 15E foi sobrecorada pelo cresil violeta. A
fotomicrografia de uma regido de fronteira entre colunas clara e escura permite evidenciar

a existéncia de um bordo nitido de atividade de citocromo-oxidase (figura 16).

50



Cebus V1

Densidade Optica

B 00

83%
67%
60’ 50%
33%
0%
45'
30’
*
15'
Ol
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FIGURA 13: HISTOGRAMA DA ANALISE DENSITOMETRICA DA REPRESENTAGAO CENTRAL
DE VI DO CEBUS (CASO DOI1) EM PORCENTAGEM DE SATURAGAO
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FIGURA 14: HISTOGRAMA DA ANALISE DENSITOMETRICA DA REPRESENTACAO CENTRAL
DE V1 DO CEBUS (CASO DO!) EM INCREMENTOS DE DENSIDADE OPTICA ACIMA DO
TEMPO ZERO DE ESTIMULAGAO
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FIGURA 1S: SEQUENCIA DE SECGOES HISTOLOGICAS DE CORTEX VISUAL APLANADO DE
Cebus DO3 APOS ESTIMULACAO PARCIAL DO CAMPO VISUAL. PODE-SE OBSERVAR O
ASPECTO COLUNAR DO PADRAO DE CITOCROMO-OXIDASE (A) Camada IV (B, C, D, E)
Camadas infragranulares
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FIGURA 16: FOTOMICROGRAFIA CORADA PARA CITOCROMO-OXIDASE E SOBRECORADA
PELO CRESIL-VIOLETA INDICANDO O LIMITE NITIDO DE REATIVIDADE PARA
CITOCROMO-OXIDASE ENTRE COLUNAS NO CASO DO3.
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DISCUSSAO

4.1 Sobre a existéncia de blobs no cértex visual de gatos.

Resultados obtidos por nés (Ribeiro et al., 1994), através de histoquimica
convencional de citocromo-oxidase, demonstram a existéncia de estruturas
supragranulares ricas nesta enzima dispostas em grumos regularmente espagados nos
cortices estriado e extra-estriado de gatos, cujo aparecimento € dependente de estimulagdo
visual aguda. Murphy e colaboradores (1990, 1991) relatam achados semelhantes na area
17, independentemente de qualquer estimulagdo visual. A contradi¢do entre os resultados
de Murphy e colaboradores (1990, 1991), de um lado, e os estudos originais de Horton e
Hubel (1981), de outro, € explicada pelos primeiros em termos de diferengas
metodologicas relativas ao plano de microtomia; o advento da técnica de aplanamento do
cortex, permitindo cortes tangenciais a sua superficie, seria a explicagdo para o
aparecimento no gato de padrdes regulares de citocromo-oxidase, semelhantes aos
encontrados em primatas tanto em planos coronais quanto em planos tangenciais. Os blobs
dos gatos, menos conspicuos que os dos primatas, seriam de dificil observagdo em cortes
coronais tais como os realizados por Horton e Hubel (1981).

No entanto, nido reproduzimos os resultados de Murphy e colaboradores em 5
gatos nao-estimulados, mesmo realizando o aplanamento do cortex visual dos animais. Em

contraposi¢@o, todos os 12 gatos estimulados apresentaram os padrdes regulares de

56



citocromo-oxidase referidos anteriormente (figura 6), indicando a necessidade da
estimulagdo visual para evidencia-los por histoquimica convencional. Os resultados
obtidos nesta tese (figura S) corroboram tal conclusdao, ao demonstrar uma relagio
topografica entre a regidao do campo visual onde foi apresentado o estimulo e as regides
do cortex visual, nas diferentes areas, onde aparecem as estruturas citadas. Os estimulos
utilizados para evidenciar tais padrdes sdo estimulos adequados a ativagdo de blobs, por
serem de baixa frequéncia espacial, ndo-orientados e com grandes variagdes de brilho ou
cor (Livingstone & Hubel, 1984; Tootell et al., 1988a,1988b).

Estudos do cortex visual de gatos por histoquimicas de citocromo-oxidase nao-
convencionais, suplementadas com imidazol e sais de niquel, revelam padrdes enzimaticos
idénticos aos relatados aqui (Dick e Cynader, 1993; Boyd & Matsubara, 1994). Tanto a
descrigido morfologica das estruturas encontradas nesta tese quanto os atributos do
estimulo visual capaz de evidencia-las nos levam a propor que se trata de modulos
corticais semelhantes aos blobs encontrados em primatas. Esta proposta implica algumas
mudangas nos conceitos de blob e citocromo-oxidase que devem ser explicitadas.

A definigdo original e até recentemente vigente de blob (Horton & Hubel, 1981) o
descreve como uma estrutura tipicamente primata, ausente em outras ordens. Qual é o
significado da existéncia de blobs em uma espécie da ordem Carnivora? Gatos sdo
animais de habitos tanto noturnos quanto diurnos, capazes de atividade de procura de
alimento sob forte iluminagdo e semi-escuridio (Smythe, 1975). E razoavel admitir,
portanto, que necessitem de um aparato sensorial capaz de processar constancia de brilho

e cor, tal como sugerido por Allman e Zucker (1990). Assim, a existéncia de blobs em
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gatos, se ndo pode ser tomada como uma necessidade bioldgica, se integra
consistentemente a ecologia e a etologia destes felinos.

Quanto a filogénese dos blobs, pode-se questionar se sua ocorréncia em gatos e
primatas constitui uma convergéncia adaptativa ou se, ao contrario, trata-se de estruturas
homologas originariamente presentes num ancestral comum. Primates e Carnivora
divergiram evolutivamente ha cerca de 60 milhdes de anos, no comego do Eoceno (figura

17).
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FIGURA 17: Filogenia simplificada mostrando a evolugdo dos mamiferos contemporaneos (baseada em

Eisenberg, 1981).
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Caso o modulo blob estivesse presente no seu ancestral comum, seria provavel
encontra-lo em outros carnivoros, como canideos e mustelideos, e também em espécies de
ordens evolutivamente proximas tanto de primatas quanto de carnivoros, como
Insectivora, Chiroptera, Dermoptera, Ungulata etc. A parte o furdo (Cresho et al.,
1992) e o gato, pouco se conhece sobre a eventual presenga de blobs em espécies de
ordens que ndo Primates. Se confirmada em tais grupos a inexisténcia de blobs, ficara
reforgada a hipotese de sua evolugdo independente em Carnivora e Primates. No
entanto, seria possivel argumentar que as espécies atuais de grupos onde blobs sio
ausentes, especialmente quirdpteros, ndo utilizam a visdo como sentido principal, o que
poderia ter ocasionado a perda recente destes modulos. Os experimentos contidos nesta
tese ndo permitem propor solugdes para tais questdes; revigoram, entretanto, a busca de
blobs em ordens ndo-primatas de mamiferos como dire¢do a seguir na investigagdo do
assunto, tendo em vista o novo paradigma experimental aqui apresentado. Em face destes
resultados, € necessario rever a auséncia de blobs em musaranhos (Horton & Hubel, 1981)
e esquilos (Horton, 1984), bem como ampliar a lista de espécies pesquisadas, a fim de

elucidar as relagdes entre blobs de gatos e primatas.
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A parte a questdo filogenética, outras questdes concernentes ao conceito de blob
demandam discussdo. O blob, tal como foi definido, é uma estrutura cujo aparecimento no
cortex visual independe do estado fisiologico imediatamente anterior ao sacrificio do
animal. Ele € entendido como uma estrutura estavel e fixa, cuja existéncia € verificada
mesmo em estagio neonatal (Tigges & Tigges, 1983; Kennedy et al., 1985; Purves & La-
Mantia, 1990, Spatz et al., 1993) e cujas caracteristicas de forma, tamanho e densidade s
podem ser modificadas por processos cronicos de alteragdo de suas aferéncias, conforme
se verifica em experimentos apds varios meses de enucleagio (Horton & Hubel, 1981,
Horton, 1984; Wong-Riley & Carrol, 1984; Trusk et al., 1990) ou de lesdes retinianas
(Marcondes ef al.,1994).

Ao contrario de tais nogdes, nossos dados indicam que os blobs de gatos sdo nio
apenas sensiveis a alteragdes fisiologicas agudas imediatamente anteriores ao sacrificio
(estimulagdo visual) como dependentes de tais alteragdes para serem evidenciados por
histoquimica convencional. As caracteristicas do estimulo visual utilizado sugerem que as
células integrantes de blobs de gatos possuam propriedades eletrofisiologicas semelhantes
as de neurdnios de blobs de primatas. Entretanto, tais células ndo evoluiram no sentido de
possuir, perenemente, grande quantidade de mitocOndrias; em contrapartida, parecem ser
capazes de mobilizar citocromo-oxidase (e quigd outras enzimas da cadeia respiratoria)
rapidamente, em resposta a uma demanda energética especifica e local. O fendmeno acima
descrito, a mobilizagdo aguda de citocromo-oxidase por estimulagio sen;orial, constitui
ele mesmo uma negag¢io da nogdo de que a citocromo-oxidase s6 pode ter seus niveis de

atividade alterados cronicamente. A literatura de neurociéncias aceita como dogma a
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afirmagdo de que "cytochrome-oxidase, being an integral membranous protein, requires a
larger period for turnover and adjustment" (Wong-Riley, 1988). A autora repete pouco
depois (Wong-Riley,1989a) que ‘Substantial adjustments in activity and amount of enzyme
necessitate synthesis, degradation and/or modification of the enzyme that requires hours, if
not days, to achieve a new steady-state level that is resolvable histochemically”. Nao
obstante, Wong-Riley admite na mesma revisdo que ‘limited acute changes in cytochrome
oxidase are detectable by differential reflectance spectrophotometry (Jobsis et al., 1977)”.
Relata ainda um estudo de ratos submetidos a dieta com etanol (Thayer & Rubin, 1986)
que indica a ocorréncia de formas inativas de citocromo-oxidase em tais animais. Tomados
em conjunto, estes resultados permitem a especulagio de que mesmo em condigGes
normais existam reservas nao-funcionais da enzima passiveis de serem mobilizadas em
resposta a uma demanda especifica. Além disso, trabalhos publicados na ultima década
apontam para a existéncia de diversos mecanismos de regulagdo transcripcional,
traducional e pos-traducional da citocromo-oxidase.

Williams (1986) demonstra que células musculares de mamiferos retém a
capacidade de alterar suas taxas de sintese de DNA mitocondrial mesmo apos perderem,
por diferenciagéo, a capacidade de replicar o DNA nuclear. Tais resultados sugerem que a
amplificagdo génica seja um dos principais eventos regulatérios da expressao do genoma
mitocondrial em células musculares. Em outro estudo, Williams et al. (1987) mostram
uma elevagido de 200% da atividade da citocromo-oxidase apos dez dias de estimulagdo
cronica em fibras musculares esqueléticas de coelhos. Apds 21 dias de estimulagio, que

consistia de pulsos elétricos fracos a 10 Hz aplicados ao nervo peroneal comum de um dos
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membros, a atividade de citocromo-oxidase aumentou mais que 400% em relagdo ao
controle. Experimentos de hibridizagdo demonstraram um aumento significativo dos niveis
de mRNA da subunidade VI da citocromo-oxidase apds a estimulagdo, produzindo
evidéncias da ocorréncia de regulagdo transcripcional dos niveis de atividade da enzima,
seja por crescimento das taxas de transcrigdo, seja por aumento da estabilidade do mRNA.
Contudo, os autores concluem que o aumento da eficiéncia traducional, o transporte
acelerado de polipeptideos citoplasmaticos para o interior das mitocdndrias e o incremento
da estabilidade protéica também devem estar implicados no fendmeno relatado, posto que
as alteragdes nos niveis de mRNA da subunidade VI ndo alcangam proporcionalmente as
mudangas na atividade da citocromo-oxidase.

A existéncia de diferentes isoformas de algumas das subunidades da citocromo-
oxidase codificadas no nucleo (Kuhn-Nentwig & Kadenbach, 1985; Hevner & Wong-
Riley, 1991) bem como o papel do oxigénio molecular no controle da sintese (Groot et al.,
1972; Mason & Schatz, 1973; Groot & Poyton, 1975; Asson-Batres & Hare, 1991) e da
complexagdo (Asson-Batres & Hare, 1991) das subunidades demonstram a regulagdo
transcripcional e pos-transcripcional da enzima. Hood (1990) descreve a expressao
coordenada das subunidades II e VIc em diferentes tecidos de ratos, inclusive no cérebro;
em contraste, Luciakova et al. (1992) demonstra o oposto para as subunidades I e IV,
indicando uma modulag3o fina de todo o processo. Neste mesmo trabalho, realizado em
fibroblastos de camundongos em cultura, os autores descrevem o aumento em cerca de
100% dos niveis de mRNA codificando a subunidade I apos 30 minutos de indugdo do

crescimento celular por soro fetal bovino. A expressdo atinge seu pico de quase 350% do
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controle apos 60 minutos de indugdo e se reduz em seguida, confirmando a possibilidade
de alteragdes bastante rapidas nos niveis de sintese e de “turnover” de citocromo-oxidase.

Em experimentos com cepas mutantes de Saccharomyces cerevisae (Deshaies et
al., 1988), verificou-se que a deplecdo de proteinas de estresse da familia ‘heat shock
proteins 70” (hsp70) por repressdo da expressao génica causa um acumulo de precursores
polipeptidicos fora das mitocondrias em menos de uma hora. Estes resultados implicam
proteinas de estresse na translocagdo pods-traducional de precursores protéicos para o
interior de mitocondrias, talvez promovendo o relaxamento de sua estrutura terciaria
(Eilers & Schatz, 1986); indicam, ainda, altas taxas de ‘turnover” de polipeptideos
sintetizados no citoplasma e importados para mitocondrias.

Finalmente, em experimentos polarograficos e fotométricos da cinética da
citocromo-oxidase em presenga de diversos anions polivalentes, Huther e Kadenbach
(1986) demonstraram o aumento significativo do Km da enzima quando ligada a ATP,
Bisson et al. (1987) confirmaram a redugdo da afinidade pelo substrato da citocromo-
oxidase em presenga de ATP, identificando sitios alostéricos especificos nas subunidades
IV e VIII. Os autores postulam que as mudangas conformacionais promovidas pelo ATP
na citocromo-oxidase provoquem efeitos drasticos no metabolismo celular, uma vez que
mesmo ‘Small changes in the enzyme affinity for the substrate may have important
consequences on reaction rates” (Bisson et al., 1987).

Em resumo, as diversas indicagdes da possibilidade de alteragdao aguda nos niveis
de atividade da citocromo-oxidase ndo deveriam ter permitido descartar tal hipotese a

priori. Os resultados aqui apresentados argumentam em seu favor de forma direta.
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4.2 Comparag¢io morfométrica entre blobs de gatos e primatas.

Nio encontramos variagdo substantiva de densidades e tamanhos médios de blobs
entre os casos GB7, GB23 e GR3. A unica diferenga estatisticamente significativa ocorre
entre os tamanhos de blobs dos casos GB7 e GR3 (figura 7). E possivel que esta diferenga
se deva as diferengas entre os estimulos apresentados aos animais. Todavia, sdo
necessarios experimentos complementares que investiguem com precisio as relagdes entre
tipos de estimulagio e parametros quantitativos de blobs obtidos apds estimulo.
Decidimos realizar a analise morfométrica com o caso GB7, por ter sido estimulado em
todo o campo visual com cores. Ainda que seja certo que blobs ndo sdo estruturas para
cor, nossa escolha se baseou na resposta seletiva a cor de cerca de 75% dos blobs de
primatas (Wong-Riley ef al., 1989b).

A despeito da distancia evolutiva entre felideos e primatas, seus cérebros tém em
comum o0 neocortex bastante expandido em relagdo a outros mamiferos (Kaas, 1988).
Apresentam ainda grande nimero de areas corticais funcionalmente distintas, com varias
homologias (Campbell & Hodos, 1970). Especialmente no que diz respeito a organizagio
do cortex visual, gatos e macacos (Lund et al., 1979; Van Essen, 1985; Ungerleider &
Desimone; 1986, Kaas, 1988) possuem homologia das areas visuais primaria (V1),
secundaria (V2) e terciaria (V3). Contudo, distintamente do que ocorre em primatas,
encontramos blobs ndo s6 em V1 como também em V2, V3 e outras regides extra-

estriadas posteriores (figura 8).
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Sob aparente contradigdo, nossos resultados sio em realidade coerentes com a
literatura sobre modulos corticais visuais. Experimentos de injegio monocular de *H-
prolina em gatos demonstram um mosaico de bandas de dominéncia ocular nas areas 17,
18, 19, 21a e talvez VLS (Lowel & Singer, 1987, Anderson et al., 1988). A existéncia de
blobs e bandas extra-estriadas no gato parece advir do padrdo de aferéncias do GLd, que
neste animal atinge todas as areas citadas ( Tretter et al., 1974; LeVay & Gilbert, 1976).
Anderson et al. (1988) corroboram observagdes anteriores (Schatz et al., 1977) de que as
CDO encontradas em V2 s3ao mais largas que em VI, o que provavelmente resulta das
macigas projegdes extra-estriadas de camadas do GLd inervadas por células Y (Stone &
Dreher, 1973). Os blobs médios de gatos (figuras 9) medem entre um tergo (V1) e metade
(V3) dos blobs encontrados em Cebus (Rosa et al., 1991). Como provavel consequéncia
do aumento progressivo da largura das CDO nas areas laterais a V1, encontramos

variagdes analogas nos tamanhos médios de blobs em V1, V2 e V3 do gato (figura 11).
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A tentativa de relacionar as variagdes interespecificas de tamanho médio de blobs e
de densidades de blobs resultou na constatagdo da existéncia de relagdes alométricas entre
estes parametros. Equagdes alométricas sdo relagdes de proporcionalidade ndo entre as
taxas de variagdo de duas grandezas (isometria) mas entre suas taxas especificas de
variagao (Pirlot, 1969; Gould, 1977). Assim, para constantes A, B, C e para grandezas x,

y, temos que

1) (1/y)(9dy/dt) = A(1/x)(9x/dt); integrando e simplificando,
2) Ayly = A(Ax/x); fazendo o limite,
3) dyly = A(9x/x); integrando,

4) Iny = A(Inx) + C, que é o mesmo que

5)y = Bx".

A equagdo S) exprime uma relagé@o linear de primeiro grau entre os logaritmos das
grandezas em questdo. Isto significa que grandezas correlacionadas alometricamente,
quando representadas em escala bilogaritmica, geram uma reta de coeficiente angular A e
intercepto B. De fato, é o que se pode observar para tamanho e densidade de blobs nas

diferentes espécies primatas e carnivora (figura 18).
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FIGURA 18: Correlagdo entre valores médios de tamanho (T) e densidade (D) de blobs entre gatos e
diversas espécies de primatas, mostrando a relagdo linear entre os logaritmos de T e D. (a) Felis/V2; (b)
Felis/V3; (c) Felis/V]; (d) Galago/V1 (Condo & Casagrande, 1990); (e) Callithrix/V1 (Pessoa et al.,
1992); (f) Cebus/V1(Rosa et al., 1991); (g) Cebus/V1 (Hess & Edwards, 1987); (h) Macaca/V1 (Farias et
al., 1994); (i) Homo/V1 (Moura et al, 1990 apud Gattass et al., 1990b).
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A equagdo da reta ajustada (R=0,993) aos valores de densidade espacial média de

blobs (D) e seu tamanho médio (T) é:

D =0,188113 T%%66%

A interpretagdo da equagdo acima revela que, para tamanhos pequenos de blobs, a
densidade média de blobs varia muito mais rapidamente que o tamanho médio de blobs

(figura 18) O inverso ocorre para valores pequenos de D, nos quais pequenas variagdes

resultam em grande alteragdo de T. Em termos matematicos, para dt expressando variagio

entre géneros, temos que:

1) (aD/dt)>> (dT/dt) para valores pequenos de T e,

2) (dD/dt)<< (dT/9t) para valores pequenos de D.

As desigualdades podem ser desfeitas se cada membro for multiplicado pelo

inverso de sua variavel, tomando a forma 1) (1/D)(0D/dt) =A(1/T)(dT/dt) + C, que

como vimos expressa uma relagdo alométrica.

Relagdes alométricas descrevem tipicamente o crescimento de duas grandezas
bioldgicas (tamanhos de orgdos, de células, de organelas, de moléculas) de magnitudes
diferentes onde as taxas absolutas de variagdo ndo sdo constantes mas a taxa relativa de
variagdo € a mesma para ambas as grandezas. Isto significa que uma das grandezas cresce
(ou decresce) mais rapidamente que outra, o que implica a existéncia de um fator restritivo

que as limita diferencialmente.
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A extensdo de uma area visual ocupada por blobs em relagido a extensio total desta
area € um indice util para melhor compreender o significado da relagdo entre densidade
espacial média de blobs (D) e seu tamanho médio (T); tal indice € obtido pelo produto DT.
Cotejando os DT de gatos com DT de primatas (figura 19), verificamos que a regido

ocupada por blobs varia entre 14% e 18% da area total, independentemente do género ou

da ordem estudada.
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FIGURA 19: Porcentagem da drea visual ocupada por blobs em primatas e no gato. Galago/V1 (Condo &
Casagrande, 1990); Callithrix/V1 (Pessoa et al., 1992); Cebus(f)/V1(Rosa et al., 1991); Cebus(g)/V1
(Hess & Edwards, 1987); Macaca/V1 (Farias et al., 1994); Homo/V1 (Moura et al, 1990 apud Gattass e?

al., 1990b).
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Pirlot (1969), a propdsito de variagdes alométricas filogenéticas, comenta que
estas tendem a ocorrer em fungdo da manutengdo de certas caracteristicas fundamentais,
‘d’ou une croissance phylogénetique ne peut étre harmonieuse sans certaine ajustements
compensatoires et complexes” (pp364). Embora o tamanho do blob decresga a medida em
que decresce o tamanho da area cortical da area visual dos géneros estudados, parece

haver um limite inferior que restringe tal tendéncia (figura 20).
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FIGURA 20: Tamanho médio d e blobs em relagdo a tamanho de areas corticais visuais de gato e primatas.
(a) Felis/V2, (b) Felis/V3; (c) Felis/V1, (d) Galago/V1 (Condo & Casagrande, 1990); (e) Callithrix/V1
(Pessoa et al., 1992), (f) Cebus/V1(Rosa et al., 1991); (g) Cebus/V1 (Hess & Edwards, 1987); (h)
Macaca/V1 (Farias et al., 1994), (1) Homo/V1 (Moura et al, 1990 apud Gattass et al., 1990b).
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Generalizando o fato de que a densidade neuronal entre areas corticais visuais de
Macaca e Felis parece variar proporcionalmente a variagdao dos respectivos tamanhos
médios de blobs (Beaulieu & Colonnier, 1983, 1987, Peters et al., 1985), tal limite deve
decorrer do requerimento de um numero minimo de neurdnios no blob para manutengio
da funcionalidade modular, tal como foi sugerido por Gattass e colaboradores (1990b).
Isto faz com que a relagdo D/T deixe de ser isométrica para tornar-se alométrica.
Propomos que as restricdes morfogenéticas neste caso, os ‘temas” em torno dos quais
ocorrem as ‘variagdes”, sejam o limite inferior do tamanho de blobs e a constdncia da

proporgdo de drea cortical visual ocupada por blobs.
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4.3 Sobre a mobilizagio rapida de citocromo-oxidase em primatas:um

fenomeno geral? Revela¢iao de CDO Cebus

O experimento de estimulagdo monocular parcial em Cebus (caso DO1) revela a
existéncia de alteragdes densitométricas em regides estimuladas; o aumento densitométrico
mais pronunciado se da na regido do cortex estriado estimulada por 30 minutos,
ocorrendo um decréscimo paulatino nos tempos superiores (figuras 12, 13 e 14).
Utilizando luz estroboscopica para a estimulagdo visual monocular parcial de macacos,
constatamos a ocorréncia de mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase revelando CDO na
representagdo cortical correspondente aos 5° a 10° centrais segundo mapa retinotdpico
publicado por Gattass e colaboradores (1987). A figura 21A representa o estimulo
oferecido corrigido pelo fator de magnificag@o cortical. Assim, o aparecimento das CDO
correlacionou-se topograficamente com as regides do campo visual estimuladas. E
possivel conceber ao menos trés alternativas de cinética da mobilizagdo rapida. A mais
simples seria expressa por um sistema linear de mobilizagdo, sem limiar maximo. Neste
caso, o resultado esperado € um gradiente crescente de ativagdo histoquimica (figura
21B). Uma segunda possibilidade seria um sistema cumulativo com limiar onde a atividade
de citocromo-oxidasase estaria limitada superiormente (figura 21C). Finalmente, uma
terceira alternativa consistiria de um sistema com ao menos duas fases opostas. A fase
inicial seria de ativagdo enzimatica, seguida de uma fase de desativagdo ou extingao
(figuras 21D,E). Nossos resultados (figura 15A) parecem se adequar a este ultimo

modelo, posto que o pico de atividade ndo se encontra na regido topograficamente
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correspondente ao estimulo de sessenta minutos (figura 2). Além disso, o gradiente
temporal de estimulagdio nido resultou em um gradiente equivalente de coloragdo; ao
contrario, existe um bordo nitido entre 15 e 30 minutos de estimulagéo (figuras 2 e 15A),
o que tomado em conjunto com o resultado do DO1 indica que o fendmeno seja fasico.
Todavia, uma vez que os animais ndo foram paralisados, pode-se supor que os resultados
encontrados se devam a uma rotagdo do olho estimulado (figura 21F), de modo a retirar o
estimulo mais longo (60 minutos) da vizinhanga do meridiano vertical. Portanto, a
confirmagio do carater binario ou fasico da ativagao rapida de citocromo-oxidase depende
de experimentos com a estimulagd@o em intervalos menores na faixa de tempo entre 15 e 30
minutos. Informagdes precisas que elucidem o curso temporal das alteragdes agudas dos
niveis de citocromo-oxidase podem fornecer pistas relevantes para a postulagao de seus

mecanismos.
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FIGURA 21: PROPOSTAS EXPLICATIVAS PARA OS RESULTADOS OBTIDOS APOS
ESTIMULAGCAO PARCIAL DO CORTEX VISUAL DO CASO DO3 EM DIFERENTES TEMPOS DE
EXPOSICAO AO ESTIMULO. Vide texto.
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O aparecimento de um padrdo colunar infragranular demanda alguma discusséo,
uma vez que as CDO evidenciadas por deprivagio monocular e histoquimica de
citocromo-oxidase se restringem a camada IV, a despeito da existéncia de neurénios com
resposta a estimulagdo monocular nas camadas supra e infragranulares (Hubel & Wiesel,
1968, Rosa et al., 1992). O padrido colunar infragranular aqui descrito pode decorrer da
mobilizagdo de citocromo-oxidase em neurdnios infragranulares monoculares, em
neuronios infragranulares conectados intrinsecamente a neurdnios da camada IV, ou ainda
em fibras aferentes provenientes do GLd que atravessam as camadas V e VI com destino a
camada IV. Nossos experimentos ndao permitem avangar além de suposi¢cdes a este
respeito.

Nio chega a ser surprendente que neurdnios de gatos e macacos compartilhem a
capacidade de mobilizar citocromo-oxidase rapidamente em resposta a estimulagido
sensorial. Conforme mencionado no item 1.4, a conservagdo evolutiva das subunidades
mitocondriais € alta. Por outro lado, as subunidades nucleares ndao variam em numero
entre mamiferos, além de possuirem homologias importantes entre sequéncias de
aminoacidos (Bibb ef al., 1981; Anderson et al., 1982; Parimoo et al, 1984; Ruvolo et al,
1991; Adkins & Honeycutt, 1991; Volloch et al, 1991).

Da mesma forma, a observagdo dessas alteragdes em modulos corticais diferentes
(blobs e CDO) também era esperada, uma vez que estas se baselam num mesmo principio.
Com efeito, resultados ndo apresentados nesta tese mostram, por estimulagio aguda, a
revelagdo de CDO em gatos. Ja em Cebus, verificamos alteragdes nos padroes de blobs

apos estimulagdo monocular, com o aparecimento de fileiras (‘rows™ de blobs
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caracteristicas de animais submetidos a enucleagdo monocular. Nos mesmos animais
existem sugestdes de modulos de binocularidade nas faixas finas de V2, conforme
sugerido por Gattass e colaboradores (1990a).

A mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase, em se confirmando um fendmeno
geral, pode se constituir a base de um método rapido, eficiente, de baixo custo e
independente de auto-radiografia para a investigagdo morfofuncional de moddulos
sensoriais. Neste sentido, projeto em colaboragdo com Ant6nio Pereira Junior e Dra.
Eliane Volchan esta em curso, a fim de verificar os efeitos da estimulagio visual aguda nos

padrdes de citocromo-oxidase do cortex de gamba (Didelphis marsupialis aurita).
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4.4 Possiveis mecanismos de mobiliza¢ao rapida de citocromo-oxidase.

A verificagdo, nesta tese, da mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase no tecido
cortical por estimulagdo visual talvez provoque mais perguntas que respostas. Entre as
questdes colocadas, algumas das mais inquietantes se referem aos mecanismos
bioquimicos responsaveis pelo fendmeno da mobilizagdo rapida. Como exatamente €
possivel aumentar, no curto espago de tempo de 45 minutos, os niveis de atividade da
citocromo-oxidase? Que eventos moleculares regulam estes niveis?

Nio € objetivo desta tese oferecer respostas experimentais a tais indagagdes.
Pretendo, contudo, discutir algumas hipoteses ndo excludentes entre si que, submetidas a
testes, podem vir a explicar a mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase. Pretendo, ainda,

propor estratégias para abordar cada uma destas hipoteses.

e Hipotese I: a mobilizagio rapida de citocromo-oxidase se da por ativagiao

imediata de um ou mais dos genes das suas subunidades.

A continua capacidade de modificagdo do sistema nervoso em resposta a estimulos
externos parece ser um aspecto fundamental de sua fungdo (Berry ef al., 1980; Cotman &
Nieto-Sampedro, 1984; Purves et al., 1987). Neste sentido, entre os diversos aspectos
moleculares considerados recentemente, grande atengdo tem sido depositada num grupo
de genes denominados primarios ou imediatos. A principal caracteristica comum aos genes

imediatos (GI’s) € o ndo requerimento de sintese protéica de novo para sua indugio. Tais
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genes sdo capazes de responder direta, rapida e transitoriamente a sinais como
despolarizagdo de membranas, fatores de crescimento e soro (Bartel et al., 1989; Ginty et
al., 1992; Morgan & Curran, 1989; Sheng & Greenberg, 1990).

Varios GI’s determinam produtos que desempenham fungdes regulatorias
(McMahon e Monroe 1992). Entre estes encontram-se aqueles que codificam proteinas
‘DNA-binding” de varias classes (Miller ez al., 1985; Milbrandt 1987; Gibson et al., 1988;
Landschultz et al., 1988; Milbrandt, 1988; Christy & Nathans, 1989; Vinson et al., 1989;
Lemaire et al., 1990; Crosby et al., 1991, McMahon & Monroe,1992), que provavelmente
coordenam a expressdo de outros genes, chamados secundarios ou funcionais. A ativagao
desta hierarquia génica pode ser um fator crucial para a deflagragio de um programa
molecular capaz de gerar mudangas morfologicas e fisiologicas nas células, tais como
alteragdes de tamanho, forma, tipos de canais i0nicos expressos, perfil de
neurotransmissores etc (Goelet et al., 1986, Nishikura & Murray, 1987, Sheng &
Greenberg, 1990; Kovary & Bravo, 1991).

Acredita-se atualmente que respostas celulares a estimulos externos consistem de
uma cascata de sinais que envolvem em geral 1) interagdo de receptores de membrana ou
citoplasmaticos com o sinal primario, 2) geragdo de um segundo mensageiro por
modificagdes bioquimicas rapidas; 3) indugdo de GI's; 4) regulagdo da expressdao de genes
secundarios pelos produtos protéicos de GI's e; S) resposta celular (fenotipica) causada
pelas proteinas codificadas por genes secundarios. Os GI's seriam portanto responsaveis
pelo acoplamento entre as respostas bioquimicas citoplasmaticas, de curto prazo, e as

respostas génicas tecido- ou estimulo-especificas, de longo prazo (McMahon & Monroe,
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1992). Alguns GI’s, entretanto, codificam proteinas que possuem fungio estrutural dentro
da célula, como actina e miosina (Greenberg ef al., 1986).

Varios estudos recentes demonstram a regulagdo por estimulo sensorial de fatores
de transcrigdo codificados por GI's no sistema nervoso central de aves e mamiferos (Hunt
et al., 1987, Dragunow & Robertson 1987, Sagar et al., 1988; Rusak et al., 1990, Sagar
& Sharp, 1990; Bullit, 1990; Anokhin et al., 1991, Rose, 1991; Mello et al. 1992).

Worley er al. (1991) verificaram que a expressdo constitutiva do fator de
transcrigdo zif268 no cortex visual de ratos € diminuida 30 minutos apos injegdo
monocular de tetrodotoxina, sendo abolida apds duas horas no hemisfério contralateral. A
adaptag@o ao escuro por varios dias também reduz consideravelmente a expressio do
zif268, que retorna ao normal apds 30 minutos de exposi¢do a luz. Duas horas de
experiéncia visual monocular, apos adaptagdo de 24 horas ao escuro, sdo suficientes para
revelar CDOs no cortex visual de macacos por imunohistoquimica anti-zif268 (Chauduri
& Cynader, 1993). Rosen e colaboradores (1992) demonstram, em gatos mantidos desde
0 nascimento no escuro, que 60 minutos de exposi¢do a luz sio capazes de induzir
transientemente a expressdo dos genes imediatos c-fos, egr/ e junB no cortex visual mas
ndo no cortex frontal. Pesquisando a area 17 de gatos estimulados visualmente por uma a
duas horas, Beaver e colaboradores (1992) encontraram um padrdo periddico de
expressdo supragranular de c-fos formando manchas semelhantes a blobs.

Conforme mencionado anteriormente, Luciakova e colaboradores (1992) mostram
a indugdo rapida e transiente, por estimulo trofico, do gene da subunidade I da citocromo-

oxidase. Com base na literatura, é concebivel que a estimulagdo visual de 45 minutos
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cause a indugdo imediata deste e de outros genes que codificam subunidades da
citocromo-oxidase. Um efeito imediato na regulagdo génica da enzima poderia resultar
tanto em maior quantidade de moléculas presentes nas mitocondrias quanto na alteragdo
do perfil das isoformas constituintes das proteinas integrais, gerando moléculas de
citocromo-oxidase cineticamente mais ativas. Uma vez que o ‘turnover” protéico no
interior de mitocOndrias parece ser bastante rapido (Deshaies et al., 1988), é razoavel
admitir efeitos precoces das alteragdes postuladas. A hipotese acima apresentada parece
ser mais provavel e econdmica que a suposigao de um aumento da biogénese mitocondrial,
causando a replicagdo acelerada destas organelas. Esta possibilidade ndao pode ser,
entretanto, descartada. Experimentos de remogao da coclea em pintos (Hyde & Durham,
1994) resultam em aumento marcante da proliferagdo mitocondrial de neurénios do nucleo
magnocelular contralateral a deaferentagdo. Seis horas apds a cirurgia o numero de
mitocdndrias chega a cerca de 153% do controle.

Um primeiro passo para testar a relagdao entre regulagdo génica e mobilizagdo
rapida de citocromo-oxidase consiste em verificar se o fendmeno se mantém sob inibigao
da sintese protéica. Os antibioticos anisomicina e cloramfenicol podem ser usados para
este proposito, inibindo respectivamente as sinteses protéicas nuclear e mitocondrial
quando injetados sistemicamente (Sande & Mandell, 1990 apud Hyde & Durham, 1994).
Caso os tratamentos afetem a mobilizagdo de citocromo-oxidase, deve-se proceder a
ensaios de hibridizagdo com sondas marcadas complementares aos mRNAs das diversas
subunidades e seus subtipos, tanto apos fracionamento de mRNA total em gel de agarose

(‘horthern blot”) quanto in situ. O desenho dos oligonucleotideos a serem utilizados como
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sondas deve se basear nas sequéncias conhecidas de genes de subunidades mitocondriais
(Bibb er al., 1981; Anderson et al., 1982; Ruvolo ef al, 1991, Adkins & Honeycutt, 1991,
Volloch et al, 1991) e nucleares (Parimoo e a/, 1984). Estudos de microscopia eletronica

podem ajudar a explorar a hipotese da multiplicagdo mitocondrial acelerada.
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e Hipotese II: a mobilizagao rapida de citocromo-oxidase se deve ao aumento da

atividade da enzima por queda nos niveis de ATP intramitocondrial.

O cérebro de mamiferos depende quase que totalmente do aporte externo de
glicose para produzir energia (Sokoloff, 1977), sendo desprezivel a participagdo de corpos
cetonicos, acidos graxos (Siesjo, 1978 apud Silver & Erecinska, 1994) e glicogénio
(Watanabe & Passonneau, 1973; Sagar et al., 1987). O transporte de glicose através da
barreira hemato-encefalica e da membrana plasmatica é facilitado (Crone, 1965). Nao
obstante, atualmente se admite que a glicolise aerobia no cérebro pode ser limitada tanto
por transporte quanto por fosforilagdo intracelular (Robinson & Rapoport, 1986; Furler et
al., 1991). Monitorando concentragées extracelulares de glicose através de
microeletrodios substrato-especificos em diferentes condigdes de glicemia sanguinea,
Silver & Erecinska (1994) demonstram que os niveis de glicose extracelular, quando
perturbados, chegam a tardar 15 minutos para retornar aos valores normais.

Assim, € possivel formular a hipotese de que ocorra, durante a estimulagdo visual,
um desequilibrio temporario entre o consumo elevado de ATP e a captagio e fosforilagido
de glicose pelos neurdnios. A elevagdo do consumo de ATP seria produto da ativagdo de
Na'-K"-ATPases, aceleragio da formagdo de vesiculas sinapticas, sintese aumentada de
neurotransmissores etc, em fung@o do consideravel aumento da frequéncia de disparos das
células de blobs durante a estimulagdao visual. Se de fato tal modulagdao da homeostase
ocorrer, mesmo pequenas quedas dos niveis de ATP intracelular devem ter efeitos

sensiveis sobre a cinética da cadeia respiratéria (Huther & Kadenbach 1986, Bisson et al.,
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1987). Transcorrido algum tempo, a atividade aumentada de citocromo-oxidase deveria
repor os niveis fisiologicos de ATP intramitocondrial, gerando um fen6meno uni- ou
multimodal. Nossos resultados mostram um pico de mobilizagdo enzimatica entre 30 e 45
minutos de estimulagdo, e dados preliminares n3o relatados aqui sugerem o retorno aos
niveis basais de citocromo-oxidase apos 75 minutos, o que se coaduna com a previsao
tedrica em questao.

A abordagem experimental da hipotese descrita acima pode se iniciar pela
observagdo de possiveis alteragdes da cinética da mobilizagao rapida de citocromo-oxidase
em condigdes de deplecdo ou excesso de glicose na circulag@o, respectivamente obtidas
por jejum prolongado do animal e por inje¢do endovenosa de soro glicosado. As
condigdes hiper e hipoglicémicas podem ser provocadas ainda por inje¢do endovenosa de
glucagon e insulina. A inje¢cdo de analogos nido-metabolizaveis de glicose, como a 2-
deoxiglicose, também pode fornecer pistas importantes para desvendar o envolvimento de
ATP na mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase. Um grau mais profundo de investigagao

seria alcangado se fossem feitos experimentos com analogos lipossoluveis de ATP.
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e Hipotese III: a mobilizagio rapida de citocromo-oxidase se deve a migracgiao de

mitocondrias para terminais de (ou anexos a) regides estimuladas.

A exportagdo de organelas sintetizadas no corpo celular para axonios e terminais
dendriticos depende essencialmente de transporte anterogrado rapido, realizado sobre
trilhos de microtibulos de forma saltatoria (Shnapp ef al., 1986, Azhderian et al.,1994).
Em neur6nios de mamiferos, a velocidade de transporte de mitocOndrias excede
16mm/hora (Schwartz, 1991). Considerando que tal transporte estd diretamente
correlacionado com a demanda metabolica (Hevner & Wong-Riley 1990; Hevner &
Wong-Riley 1991), € razoavel especular que os padrdes de blobs e CDO observados apos
estimulagio visual aguda se devam a um rearranjo da distribuigdo mitocondrial nas células
integrantes de tais modulos ou nos terminais adjacentes a eles.

A possibilidade de mobilizagio rapida de citocromo-oxidase nas aferéncias do GLd
(figura 1SE), revelando padrdes colunares supostamente gerados pela segregac¢io
binocular destas proje¢des, se coaduna com a hipotese acima. Esta pode ser testada pela
observagdo da eventual diminui¢do da mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase em
animais tratados com drogas anti-microtubulos, como colchicina, podofilotoxina e
vimblastina, tais tratamentos causam a interrupgio do transporte anterogrado de organelas
pela destrui¢dao da estrutura quaternaria dos microtubulos (Luduena ez al., 1986). Em
contraposi¢do, experimentos realizados em animais submetidos a dieta p‘arcial de agua
pesada (D,0) devem resultar na aceleragdo da mobilizagido de citocromo-oxidase, uma vez

que a substituigdo das pontes de hidrogénio por pontes de deutério estabiliza a estrutura
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quaternaria de proteinas, em geral, e de microtubulos, em particular (Gross & Spindel,
1960; Inoué et al., 1965). Além da histoquimica para citocromo-oxidase e de controles
histologicos usuais, os experimentos devem incluir coloragdes histoldgicas especificas para
mitocondrias, como os métodos de Altmann e de Cowdry (Romeis, 1924). Observagdes
ao microscopio eletrénico sdo necessarias para localizar e quantificar mitocondrias no

interior das células.
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CONCLUSOES

1) A citocromo-oxidase de neurdnios do cortex visual de gatos e macacos pode ser
mobilizada rapidamente (30 a 45 minutos) em resposta a um estimulo visual
imediatamente anterior ao sacrificio. A elevag@o dos niveis de atividade guarda relagdes
topograficas com a regido do campo visual onde foi apresentado o estimulo, e tem um
carater bifasico, que pode ser devido a soma de dois componentes: um de acumulagéo e
um outro de extingao.

2) A histoquimica convencional de citocromo-oxidase, quando precedida de estimulagdo
visual, pode ser utilizada como método de mapeamento metabdlico agudo. Este
procedimento permitiu a visualizagdo, nesta tese, d¢ CDO em Cebus e de blobs em
gatos.

3) Observamos blobs em V1, V2 e V3 de gatos com estimulagdo total do campo visual.
Os blobs variam em tamanho entre as areas, tendendo a aumentar de V1 para V2 e de
V2 para V3. Os blobs de gatos sio menores que os blobs observados em primatas, e se
apresentam com maior densidade espacial.

4) Observamos CDO nas camadas IV, V e VI do cortex estriado de Cebus submetidos a
estimulagdo visual monocular aguda.

S) O fendmeno de mobilizagdo rapida de citocromo-oxidase pode provir da ativagio
imediata de um ou mais genes que codificam suas subunidades, de interagdes

alostéricas com ATP ou da redistribuigdo local de mitocondrias.
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