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ESTUDO DO MECANISMO DAS "TECNICAS
RAPIDAS"DE IMPREGNAGAO PEL. PRATA

Os sais simples e os complexos de
prata sao largemente usados, tanto em histogquimica,onde atuam
como reativos de grupos redutores, quanto em histologia, devi
do & propricdads de impregnarem, seletivamente, algumas estry
turas. Os métodos de impregnagao argéntica, embora diferentes
entre s{, t3m como caracteristign 6omum & formagao de preci-
pitado de prate metdlica. Dentre 8sses métodos podem ser dis-
tinguidos, scegundo CORDIER (1927), dois grandes grupos:

a) Métodos diretos, nos guais o tratamento pelos
fons g, ou Ag (NHB)Eg sem 0 uso posterior de qualquer egorle
redutor, determina e formagac de precipitado de prate metali-
ca. Estes mitodos revelam a argentafinidade e o mecanlismo da
reacao congiste de redugho do composto de Prats por um  grupo
redutor, presente nas estruturas correspondentes.

b) Métodos indiretos, nos quais héd necessidade de
tratamento sucessivo por agente redutor; para ocorrer o precl
pitacao de prats metdlica. A impregnagso argéntica, determina
da por 8stes métodos, caracteriza a argentofilia. Esta propsi
dade, nao cobstante apresentar grande intersse pratico, nao
& bem conhecida quanto zo seu significado e guanto =0 mecanis
mo responsdvel pela sua ocorrdncia.

Os métodos indiretos saoc mais conhecides com ¢ no-
me de "técnicas de impregnagfo argdntica". Sao numercsos e a-
presentam diferenc¢as relacionadas com a finalidade & que se
destinam., Dentre estas diferengas szlientam-se as seguintes :
1) tempo de tratamentc pelo complexo sollvel de pratz; 2) ne-
cessidade de pré tratamente de natureza diversa; 3) netureza
quimica do complexo soluvel de prata empregado.

No que diz respeito so tempo de tratamento pelo
complexo soldvel de prata, as técnicas de impregnagac argdnti
ca foram divididss, por RIO HORTEGA (1943), om dols  grandes
grupos: 1) técnices rédpidas, nas guals o tempo de tratemonto
varia, geralmente, antre 5 ¢ 15 segundos, podendo atintir atd
2 ou 3 minutos; 2) técnicas lentas, nas quais o tratamento pels

complexo de prata é geralmente sursrior a 15 minutos.
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As téenicas rédpidas de impregnagho argéntica sao0
usadas com a finalidade de impregnarem células do S.R.E. (es-
pecialmente macréfagos e células da microglia), além de al-
guns elementos celulares que 0COYTem NO$ Processos inflamaté-
rios. As técnicas lentas de impregnagao argdntica sao usadas
com finalidades diversas, dentre as quals se destaca a impreg
na¢ao de fidbras conjuntivas e nervosas, de neurbnios e de cé-
lulas da macroglia.

Dentre as técnicas rdapidas de impregnagao argdnti
ca, as usadas com a finalidade de impregnar, seletivamente,ma
créfagos de tecidos normais, ou atingidos por inflamagao, $ao
efetuadas mediante breve tratamento por solug¢ao de complexo &
prate (RIO HORTEGA, 1919, 1943; MARSHALL, 1948; POLAK, 19563
HADLER, 1962). Estas técnicas serfio consideradas em conjunto,
no presents trabalho, sob a denominecao de "téenicas rdpidas”
de impregnagao argdntica.

Em geral, admite-se, para explicar o mecanismo da
impregnacac argdntica, dque o complexo soldvel de prata seria
adsorvido, seletivamente, pelas estruturas tissurais dotadas
de argentofilia, formago “complexos arginticos fheilmente ro-
dutiveis"® (CAJAL, 1903; BOLSI, 1927).

LIESEGANG (1911) sugeriu que haveria semelhanga
anire a impregnagﬁo argdntica @ o procasso fotogréafico., Segun
do Aste autor haverin, primeiramente, formagéo dc um  micleo
de prata, andlogo ao que se forma na chapa fotogrdfica excitg
da pela luz. O nlicleo primdrio seria formado pela redugao de
pequena quantidade de prata, decorrante da prosgenga de agen-
teg redutores, contidos nos tecidos, atuaria come wm verdadel
ro micleo, em t8rno do qual haveria deposigac de prata, poste
riormente reduzida pelo agente revzlador.

A deposigho de prata roduzida, ao redor do ndcleo
primdrio, sugerida por LIESEGANG (1911) para explicar o pro-
cesso de impregnagao argéntica, foi também admitida por CAJAL
(1921), VISINPINT (1931), ZON (1836), SILVER (1942),  HOLMES
(1943), PALMGREN (1948), ROMANES (1950), SAMUEL {19532,1953Db)
PETERS (19554,1955b,1955¢), WOLMAN (19552) o DAVID (1960).

Por analogia com o mecmnismo da revelagao fotogrd
fica, foi sugerido que © nicleo primirio de prata tivesse car
ga elétrica negativa (PALMGREN, 1948),ag'ndo como grupo polar
(JAMES & HIGGINS, 1348), ao qual o fon prata roderia ligar-se
cletrostdticamente,

A formay3o dos ndcleos primdrios de prata reduzi-
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da, nas estruturas argentéfilas, tem sido relacionada com 2
presenga de grupos redutores contidos por estas astruturas.
PALMGREN (1948) supbs que a formacao d3sses nlcleos dependia,
sobretudo, do potencial de oxi-reducao das estruturas tissura
is, estando relacionada, especialmente, com a presenga e quan
tidede de grupos redutores, dentre 0s quais salientou o grupo
carbonila e o sulfidrila. ROMANES (1950) o WOLMAN (1955a) con
siderarsm o grupamento carbonila como o mais importante; toda
via, ao grupo S~H (sulfidrila) tambdm foi atribuida agao efi-
caz na formagao dos micleos primdrios, por ter sido verifica-
do paralelismo entre a impregnac¢ac argdntica das fibras nervg
gas e suas propriedades redutoras, demonstriveis através da
reacso do ferriciancto férrico (WOLMAN, 1955b). Na fibra ner-
vosa, presumiu-se que os grupamentos sulfidrila e carbonila
fossem responsdveis pela impregnagao arglntiea do axoplasma;
entretanto, a impregnagao do axolema dependeria da presenga
de grupo nso identificado (WOLMAN, 1955b). Apoiando-se nesteas
rasultados, BRYAN & col, (1964) apresentaram método de impreg
nacao argdntica para dsmonstragzo de DNA, aplicdvel A mieros-
copia eletrdnice.

PETERS (1955a) sugeriu que a prata poderia ser
convertida em ndcleo primério de prata reduzida por um proees
so de "redugao figica%¥, o gue cxcluiria a necessidade da pre-
senca de grupos quimicos com atividade redutora, para que o-
corresse a formagao de nidcleos primérios de prata.

Tem sido verificado gque nos tecidos submetidos &
impregnagho argdntica, aldm dos ndcleos de prata reduzida,exis
te, tambdm, prata nao reduzids, que se apresenta combinada an
proteinas tissuraisPETERS(1355-1355¢) admitiu duas formas di-
ferentes de combinagao entre os {ons Ag+e as estruturas tissu
rais; a maior parte da prata (cerca de 85%) combinar-se-ia am
os tecidos seb a forma nao reduzida; apenas aproximodamente
1%% da pra*n combinada com os tecidos se apresentaria sob g
forma reduzida. Esta dltima representaria os ndcleos  primd-
rios de prata, sBbre os quais haveria deposigZio de metal redu
zido, proveuiente da acBo 4o revelador (PETERS195541955¢ ). WOL
MAN (1955a), basendo em evid®neias obtides através da experi-
mentaqﬁo, também admitiu que parte dea prata combinada com 0sS
teeidos se avr:santaria sob forma reduzidn e parte sob  Iorma
de proteinavo de nrata. A forma reduzide resultaria dr. agac
direta de grusos weluliores sbbre o cemposto sollivel de prata o
constituiria os sdclecs primérios. O proteinato de prata, que
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contém {on Ag+, quando reduzido pela agzo da solugao redutors
se depositaria em torno dos ndcleos primérios. No entanto, DA
VID, MELLION & BROWN (1960) consideram que, nas impregnagoes
argdnticas, a prata combinada, provivelmente com aminodcidos
terminais das cadeias peptidicas, também atuaria como - micleo
primério.

Admite-se que a prata combinada com ¢s tecidos, gb
a forma nao reduzida, poderia estar ligada & protefnas bési-
cas (WILLIS, 194%5), dotadas de aminodcidos contendo grupos po
lares., Dentre os aminodcidos com esta caracteristica, 2 histi
dina tem sido considerada como ¢ mzis importante, em virtude
do seu grupo imidazol (PETERS, 1955a , 1955b).

A importAncia do grupo imidazol na ligagao de me-
tais com proteinans, constituindo complexo metalo-proteico,foi
assinalada por diversos autores (WORMSER, 1951; GRASSMANN &
KUSH, 19%2; GURD & col., 1952; TANFORD, 1952; SAROFF & col.
1953; RAO & c01.1958r,1958b ). WORMSER (1951), trebalhandc  com
sdro-albumina, verificou haver correlagac entre o teor de hig
tidina e a gquantidade de prata ligeda & protefna, sob  forma
de complexo wotnlo~proteico. GRASSMAN & KUSH (1952) encontra
ram correlagao entre a prata combinade com proteina do coldge
no e a guantidade d¢ histidina presente nessas proteines. PE
TERS (1955a), através do emprdgo de agentes bloqueadores  de
grupos loterais ntivos de proteincs, verificou que o intensi-
dade da impregnngno argdntica apresente correlagho com o quan
tidnde de hisbidinot admitiu que o grupo imidazol fOsse o prin
cipal responsivel peln ligacae de proto com aos proteinos.

Além do grupo imidazol, admite-se que tombémo gry
po carboxila dave participar da ligreao da prata com as prote
inas, ou seja, da formagno de complexos metelo-proteicos. A
participagﬁo do grupo carboxila; na formagano d2sses complexecs
& considerndn desprezivel entre pH 4,8 e 6,4 (URIEL, 1961).No
entanto, KLOTZ & col. (1948;1950;1951) e "RIESS & KLOTZ(1952)
observaram que o grupo COOH, nao obstante ser mais etive em
pH superior a 6,4, ainda & ativo em pH 4,8. Estes resultados
devem scr destecndos ume vez que ©8 complexos,solﬁveis de pra
ta, usedos nas impregnagdes metdlicas, inclusive nas técnicas
rédpidas, apresentam pH e“evade (acima de pH 10,5). Por outro
1ndo, KIOTZ & col. (1948, 1950, 1951) verificaram que = aceti
lo¢Ro, que blogueim o grupo COOH, inibe a unizio entre o metal
¢ a protefna. Este resultado concorda com a hipdtese gque admi
te a participecgso do grupo COCH na uniao entre o metal e a po
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teina.Ne entanto, nao pede ser esquecido que a acetilacao pPro.
duz modificacio da carga elétrica livre das proteinas; as mo-
léculas proteicas se tornam, apés &sse tratamento, intensamen
te eletropositivas (URIEL, 1961). Essa alteragao eletrostdti-
ca, por si sé, poderia ser responsabilizada pelo menor grau
de ligacao entre o metal e a proteine.

As consideracles feitas anteriormente, a respei-
to do mecanismo da impregnacao argdntica, baseiam-se em resul
tados experimentais obtidos com técnicas lentas de impregna-
¢cao pela prata, aplicadas, principalmente, a0 tecido nervoso.
Quanto ao mecanismo de impregnacac pelas tdcnicas rdpidas, hé
tendfneia em se admitir que seria andlogo ac das téenicas len
tas. Esta tend®ncia, todavia, nao possul base experimental.Ao
contririo, hé alguns resultados que revelam diferengas entre
8sses dois grupos de téenicas de impregnacao argéntica. Den-
tre estas difcerangas;destaca-ss a agao Ao tempo sbbre a inten
sidade e a seletividade da impregnagao, quando as  técnicas
lentng sno comparadas com as rdpidas. Nas téenicas lentas, a
intensidade da impregnagao aumenta répida ¢ progressivamente
nos primeirosg 30 minutos, quando a impregnacao & efetuada )
temperatura de 19°C (PETERS, 1955a). Ao contrdrio, nas téeni
cas rdpidas, a permandncia dos cortes durante mais de 15 segmn
dos,; na solucno de complexo de prata, determina, paradoxalmen
te, diminuigdo ou austneia de impregnagao seletiva (RIO
HORTEGA, 1943). Esta difcrenga de comporiamento dos dois gru-
pos de técnicas sugere diferenga quanto ao mecanismo de im-
pregnacaoc em cada um deles.

Por outro lado, a ligagao do fon Agtcom o grupo
imidazol se efetua em, aproximadamonte, 15 minutos, gquando se
usa themperatura de 372C e pH 9,0 (PETERS, 1955a). O tempo de
impregnagao usado nas téenicas vrédpidas &, portanto, insufi
cliente parc permitir = ligacao de quantidade aprecidvel de
prata & histidina, considerada como um dos meganismos respon-
sdveis pela imprognagao argintica.

0 tempo de impregnacao, usado nas técnicas rdpi
das, &, também, insuficiente para permitir a formacao de ni-
cleos primérios de prata reduzida, através da ngao de grupos
redutores contidos nos tecidos. A formegho dos nlcleos primé-
rios de prata reduzida ocorre com lentidao, exigindo aproxima
damente duss horas para se cfetuar (PETERS, 1955a).

Estas resszlvas constituem argumentos contréirios

% transposigao, por enalogia, dos resultados obtidos com as



-6-

técnicas lentas, na tentativa de explicar ¢ mecanismo de im-
pregnagao das téenicas ripidas. .

Dignte dos argumentos anteriormente citados e de
outros gue serac oporitunamente mencionados, aventou-se a hipd
tese de gue o mecanismo da impregnagﬁo argéntica, nas téeni-
ecas répidas, serie diferente do verificado nas técnicas len-
tas. Uma das finalidades do presente trabalho & a de verifi-
car esta hipbtese. Com 8ssec objetivo, usou-se como material
estudo, cortes de tecidos o modelos de papel de filtro. Nos
cortes histoldgicos tentou-s. estabelecer eventual correla-
¢zo entre a intensidade da impregnacro argdntica seletiva (er
gentofilia) ¢ o grau de reatividade do alguns grupos quimicos
praesentos nos tecidos. Bste astudo constitui a primeira partz
do presentc trabalho. Os modelos de papel de filtro tiveram
por finalidade reduzir o nimero de varidveis ¢ permitir o em-
pr3go de substiincias gulmicamente puras e isoladas, constitu-
indo ticnica atravds da qual & meis fdeil a interpretagao dos
regultados. Com o emprdgo d3stes modelos, na segunda parte do
trabalho, foi cstudado o mecanismo de impregnagaro argdniica
pelas técnicas répidas.




PARTE I

ESTUDO DA CORRELACAC ENTRE A INTEN-
SIDADE DA ARGENTOFILTIA E O CRAU DE
REATIVIDADE QUIMICA DOS TECIDOS.

De acBrdo com o qua fol anteriormen
te axposto, a impregnacao argéntica pelas téenicas lentas cs—
t4 relacionada tanto com a presenga, nos tecidos, de gZrupo s
redutores {PALMGREN, 1948; ROMANES, 1950; WOLMAN, 1955g1955b)
quanto com a ocorrdncia de alguns grupes reativos de protei-
nas, dentre og quais salientam-se o grupo imidazcl ¢ o carbo

xila (WILLIS, 1945; PETERS, 1955e, 1955b, 1955c¢; WOLMAN, 1955ud

3

Deste forma, uma das maneiras de tesstar a hipdtese que consi-
dera o mceanismo da impregnagac argdntica, nas téenicas rdpi-
das, diferente do verificado nas tdenicas lentas, seria atra-
vds do estudo comparative entre a intensidade da impregnagao
argéntica, obtida com © emprdgo de uma téeniea répida, 2 a re
atividade histogimica dos teecidos, no que diz respeito a gru-
pos redutores e alguns grupos reativos de proteinas., Ecste se-
r4 o plano usado nesta parte do trabalho.

Os grupos redutores foram evidenciados, histoqul-
micamente, através da reacao do ferricianeto férrico e pelo
tratamento com o reativo de Schiff. Alguns grupos reztivos de
proteinas foram evidenciados atrevés da basofilia, da acidofi
lig "total" ¢ da reagao para o grupe fenol.

Por outro lado, foi verificado gue a intensidade
da impregnacao argdntica dos tecidos, guando sao usadas téeni
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cas répidas de impregnagao, apresenta relagao com ¢ ferro, de
monstrével histogqulmicamente. HADLER & col.{1964) mostraram
haver relagio entre o fon Fe''™ o a intensidade da argentofi-
lia. Este resultado sugeriu que a presenga do fon férrico po-
deria ser responsdvel pela impregnagac argéntica. Usando mode
los de papel de filtro, Bsses autores demonstraram que algu-
mas protefnas, quando ligadas ao fon férrico, adquiriam & ar-
gentofilia.

A correlagio entre a presenga do fon Fe''t e a ar
gentofilia foi reestudada por HADLER & col. (1967), através
do emprdgo de técnicas histofotométricas. Os resultados obti-
dos, em cortes de bago, figado e adrenal, de ratos e cobaios,
revelaram esireita correlacas entre a intensidade  da reagao
do azul da Prissia e a da argentofilia. Essa correlagac foi g
videnciada através da remogao parcial do material azul & Pris
sia positivo. HADLER & col. (1867) demonstraram que o trata-
mento de cortes de tecidos, por solugao de tioglicolato, em
concentragdes crescentes, provocava remogao progressiva do ma
terial azul da Prissia positivo; paralelamente, hevia redugao
de argentofilia. A redugamo da argentofilia era proporcional A
diminuigao da intensidade da reageo do azul da Prissia.

Nesses trabalhos, todavia, n2o se cogitou verifi-
car a existéneia de eventual correlagao entre a argentofilia
e o atividade redutora dos tecidos; btambém nao se procurou a~
nalisar a eventual relagao entre a intensidade da argentofi-
lia 2 o grau de reatividade de grupos polares de proteinas.

Cortes histoldgicos tratados por solugoes de tio-
glicolato, com concentragao crescente, constituem material &lg
quado para a verificagéo da eventuzl correlagao entre argento
filia e & reatividade, tanto de grupos redutores, quantoc de
alguns grupos reativos de proteinas. No entanto, o tratamento
pelo tioglicolato poderia, através de um efeito prépric désse
{on, introduzir uma ceausa de 8rro, capaz de interferir na in-
terpretacao dos resultados.Com o cscdpo de reduzir &sga oven-
tual interfer@ncia, foi também empregeodo o tratamenio por so-
lugho de oxalato, com a finalidade de remover o ferrc, demong
trdvel histoqulmicamente.




MATERIAL E MRTODOS

A~ MATERIAL
Foram utilizados, fragmentos de bago ¢ figado de
ratos adultos ( Ratitus norvergicus, variedade Wistar) e pores

fSus scrofa domesticus).
0 material procedente dos ratos fol retirado apds

anestesia com éter. O proveniente dos porcos foi colhido logo
apds o sacrificio ¢ sangria do animal, em matadouro. Tomou-se
precaugaoc dc modo a evitar que o contato do instrumental cirﬁ*
gico pudesse influir na guantidade de ferro, contida nos br-
gaos retirados; com essa finalidade, usou-se instrumental de
vidro, sempre que possivel.

Utilizou~se, como fixador, solugao de formalina a
15%, adicionads de 3g% de cloreto des cdlecioc anidro, com pH a-
justado & 4,0, atrevéds da adig¢ao de solugao de NeOH 0,1M.Este
fixador foi escolhido porque & bom preservador do ferro tissu
ral (HADLER & col., 1966). O tempo de fixogao variou entre 24
e 48 horas.

Com & finnlidade dc se obter uma solugao de formg
lina isenta de ferro, pars salvagunrdar a introdugno d3ste in
nas estrutures tissurais, durante o fixag¢zo (HADLER &col.1964)
o formol usado foi préviamente destilado, recolhido em dgua
destilada livre de ferro (deionizada) e titulado.

As pecas assim fixadas foram lavadas em &dgua des-
tilada, desidratadas e incluidas em parafina, conforme técni-
ca de rotina, tendo-se o cuidado, entretanto, de procederuseé
inclusac em temperatura préxima a 60¢C, pois temperaturas mais
altas prejudicam 2 preservagac do ferro nos tecidos (HADLER &
col., 1966). Foram usados cortes com 12 u do cspessura.

B- METODO
Técnicas histoquimicas-

obebed

1) Demonstragac do fon Fe Com a finalida~

4 ~ .
T, usouw-se a reagao do azul ¢ Pris-

dez de evidenciar o fon Fe
sia; foi utilizeada, para o deservolvimento da reacao, a tdeni-

ca preconizada por HADLER & col. {(1965bB).
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2) Evidenciagao de grupos redutores: Para a de-
monstracao da presenga de grupos redutores usou-se:

a) Reaczo do ferricianeto férrico,  segundo
ADANS (1956).

b) Tratamento pelo reativo de Schiff, duran-
te 10 minutos, seguido de 3 banhos em solugao de bissulfito de
s6dio a 0,5%, com 3 minutos de duragac cada banho.

3) Rgéagao do P.A.S. : Efetuada segundo MCMANNUS
(1946), modificada por HOTCHKISS ( 1948).

4) Basofilia: Verificada através da coloragao
por solugao de azul de toluidina a 1%, em tampao de eitratoQlM,
pH 4,5. O tempo de coloragao foi de 20 minutos.

5) Coloragao pelo amarelo de naftol S, conforme
DEITCH (1955).

6) Reagao de Millon, modificada por Baker,segun
do PEARSE (1961).

7) Remogao do ferro histoqulmicamente demonstrd
vel: Com a finalidade de remover ¢ material azul da Prissia,
positivo, cortes de figado e bago foram tratados da seguinte
maneira:

2) por solugao de tioglicolato de sédio, em
pH 8,0 (ajustado pela adigao de solugac 0,1 M de OHNa), na tem
peratura de 602C, durante 1 hora; foram usadas solugoes com as
seguintes concentragoes finais;0,48 M; 0,24 M; 0,12 M; 0,06 M;
0,03 M; 0,015 M. Apés o tratamenteo, os cortes foram cuidadosa-
mente lavados em dgua destilada deionizada.

b) por solugao de oxalato de sédioc, cujo pH
foi ajustado a 4,0, através da adigao de Acido oxAlico; foram
preparadas solugSes com concentragao final de 0,96 M; 0,48 M;
0,24 M; 0,12 M; 0,06 M; os cortes foram tratados, pelas solu-
coes citadas, & temperatura de 602C, durante 1 hora.Apés o tra
tamento, os cortes foram cuidadosamente lavados em dgua desti-
lada deionizada.

O pH utilizado, tanto para as solugOes de o
glicolato quento para as solucoes de oxalato, foram estabeleci
dos através de experidncias preliminares, considerando-se aefi
cidncia da remogaoc do ferro, histoqulmicamente demonstrével.

8) Bloqueio de grupos redutores: com o escdpo &
bloguear o grupo S5-H (sulfidrila), os cortes histollgicos fo-
ram previamente tratados por solugao saturada de bicloreio e
mercirio,a 609C, durante & horas.

0 biogqusio do grupe carbonile foi efetuado atra
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vés do pré trntamento dos cortes por solugao de cloridrato de
anilina a 10%, 3 temperatura ambiente, durante 1 hora.

- IMPREGNAGAC ARGENTICA

A impregnagdo argdntica foi realizada com solugao
de "argento-diamina", pela técnica de RIC HORTEGA (1919), modi
ficada por HADLER (1962). Esta técnica congiste em mergulhar as
cortes em solucao de composte de "argento-diamina®, durante 28
segundos e, em seguida, reduzir em soluczo de formalina a 3%,

D- ESTIMACAO HISTOFOTOMETRICA DA INTENSIDADE DA ARGENTOFILIA E
DO GRAU DE REATIVIDADE HISTOQUIMICA

A intensidade das rcagoes histoquimicas efetuadas,
bem como da argentofilia, foi determinada histofotomdtricamen-
te, conforme técnica descrita por HADLER & col. (19652). A ima
gem dos cortes histoldégicos foi projetada com aumento de oito
v&zes, sbbre o diafragma do histofotdmetro. O diafragma usado
apresentava 2,37mm de difimetro.

A estimacBo histofotométrica foi feita com luz mo-
nocromidtica, obtida pela interposigcac de filtros de interferén
cia. Os comprimentos de onda éscolhidos_para as diversas rea-
¢oes foram os seguintes:

2) 790 mu para basofilia pelo azul de toluidina
e reagao do azul da Prissiaj

b) 543 mu para a reagao do ferricianeto férrico
para a reatividade ao reativo de Schiff, reagno do P.A.S., im-
pregnagao argdntica e reagao de Millon.

Letes dois comprimentos de onda foram escolhidos @
pés ter sido verificada sua convenigncia para a leitura histo-
fotométrica, uma vez que demonstraram ser 0S8 mais adequados pa
ra & verificagfo de variagdes quantitativas. _

T83as as reagoes histoquimicas, assim como a im-
pregnagno argdntica, foram efetuadas em cortes de bago e figa-
do, de 5 animais diferentes para cada espécie animal estudada

As leituras histofotométricas foram feitas em dois
cortes diferentes de cada orgso estudade, para cada reagao hig
toquimica realizada, assim come para a impregnagao argéntica.
Em cada corte foram efetuadas 20 leituras,em pontos diferentes.
No caso particular dos cortes de bago, as leituras foram fei-
tas, apenas, na polpa vermelha. A leitura histofotométrica dos
10 pontos difsrentes (20 em cade corte) permitiu estimar o va~-
lor médio da densidade 6ptica, para cada orgac. Os coniuntns
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de 5 médias, assim obtidas, foram comparadas através de anili-
se estatistica.

E- ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A andlise dos resultados consistiu da comparagd en
tre as linhas de regressac, obtidas para as reagoOes histoquimi
cas e para a argentofilia. Foi caleulado o valor do coeficien-
te de regressao, para cada linha de regress@o. Os coeficientes

de regressao, correspondentes 3s diversas linhas de regresséqf

foram comparadcs entre si, através do teste "t". Desta forma,
foi possivel estimar, com probabilidade de 0,05, se as diferen
tes linhas de regresséo apresentavam, ou nzo, peralelismo. Pa
o o edlculo do coeficiente de regresszo foi considerado mpenzs
o segmento retilineo das linhas de regressao.

| Paras & representagac grafica dos resultados, além
da linha de regressac, foram projetados valores médios obtidos
e seus respectivos intervalos de confianga.
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RESULTADOS

Os cortes de figado e bago, das duas espécies de g
nimais estudzdas, quando tratados por solucoes com concentra-
cho diferente de tioglicolato de sédio, apresentam redugao da
argentofilia, tanto das células reticulares do bago, quanto &s
células hepdticas e de Kupffer. A intensidade da argentofilia,
medida histofotomdtricamente, através da densidade Sptica de
cortes histoldgicos impregnados pela prata, apresenta corrsla-
¢ao com a concentragao da gsolugao de tioglicolato usade no tra
samento dos cortes (graficos 1-2-3-4). A intensidade da redug
da argentofilia & proporeional & conecentragao da soluczo & tio
glicolato usada. Fazem excaessao 0g cortes de bago, nos quals,
solugdes de tioglicolato com concentragao 0,015 M e 0,030 M,
nho determinam redugho da argentofilia, nas condigdes técnicas
empregadas. A regressao de intensidede da argentofilia dos cor
tee histolégicos, em fungho da concentragao de tioglicolato, &
expressa por uma linha retilinea , ao menos dentro de determi-
nedas concentragdes ( grificos 1-2-3-4). O cocficiente de regms
sho da intensidade da argentofilia, sObre = concentragac de so
lugio de tioglicolato empregada foi tomada, como parfmetro des
82 regressao.

0 tratamente dos cortes histolégicos, por solugso
de oxalato, apresenta efeito compardvel ao do tratamento  por
solugac de tioglicolato, no que diz respeito Y redugao de in
tensidade de argentofilia (gréficos 5-6-7-8). No entento, hé al
gumas diferengas, no gue se refere aos cortes de bacojntste or
gh0, o coeficiente de regress2o da intensidade da argentofilis,
s8bre & concentracio das solugbes de oxalato, apresenta valor
significativamente menor que o referente 3 regressaoc determina
dz pelo tratamento com solugao de tioglicolato (tabela 1).

Analisando-se, comparativamente; © efeito do treata
mento pelo tioglicolato e pele eoxalato, nos dois Srgaos, das
duas espdcies animais estudadas, verifica-se que em uma espé
cie animel, hé diferenga significative entre os coeficicentes &
regressao dr intensidade da argentofilia, quando cortes de -

gado gao comparados com corbes de bago, independentemente do
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tratamento cfotuzdo. No cntanto, para um mesmo Srgao, submetis-
do a um mesuo tratamento, os coeficiente de regressZo sao seme
lhantes om ambas as espécies animais (tebela I).

O0s gréficos 1-2-3-4-5-6-7-8 e a tabela II revelam
que & linha de regressao da redugzo da intensidade da argento-
filia, em cortes histoldgicos tratados tanto pelo ticglicolato
como pelo oxalato, ngo apresenta paralelismo com as linhas de
regrossao obtidas com as seguintes reagbes: 1) Reagzo de ferri
cisneto férrico; 2) Tratemento pelo reativo de Schiff; 3) Rea-
¢30 do PAS; 4) Reagao de Millon; 5) Coloragao pelo azul de to-
luidina; 6) Coloragao pele amarelo de Naftol S. Esta auslneia
de paralelismo ocorre nos cortes de bago e figndo, de ratoe de
POrCO.,

Conforme mostram os gréficos 17-18-19-20 e a tabe-
1z IV, o tratemento pelo bicloreto de mercirio ou pelo cloridm
to de aniline, nao intsrfere na intensidade da argentofilia de
cortes de bago e figado, tratados por solugzo de tioglicolato.
A comparagho entre os coeficientes de regressao da intensidade
da argentofilia, nestas duas condiqSes, mostra que a diferenqa'
entre os valores de b nao é significativa.

0 blogueio dos grupos S-H e carbonila, efetuado em
cortes de bago e figado, de rato e porco, praéviamente tratados
por tioglicolato, revela o seguinte (gréficos 17-18-19-20): 1)
o tratamento pelo bicloreto de mercirio inibe & intensificagao
da reacao do ferriciansto férrico, decorrente do pré tratamen-
%o por solugdo de tioglicolato; 2) o tratamento pelo bicloreto
de merelric nao modifica o coeficiente de regresszo da intensi
dade da coloracio desenvolvida pelo tratamento com o reativo
de Schiff, em fungfio da concentragao dzs solugoes de tioglicola
to3 3) o tratamento pelo cloridrato de zmnilina, modifica ape-
nag o cocficiente de regressao da coloragao desenvolvida pelo
trotamento com o reativo de Schiff,

A comparagio entre as linhas de regressao de inten
sidade da argentofilia e da intensidade da reagso do azul dr
Prissia, em cortes de figado e bago, tratados pelo tioglicola~
to, revele paralelismo entre ambas (gréficos §-10-11-12 ¢ tabg
1la III), uma vez que a diferenga enfre 0s valores dos respecti
vos cocficientes de regressao nao & significante; &ste parale-
lismo ocorre nos cortes histoldégicos dos dois drgaos emprega-
dos, em ambas as espécics animais estudadas.

0 veferido maralelismoe é cstreitoj;o tratamento per
solugho de tioglicolate, nas concentragoes 0,015 il e 0,030 M.
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5 ineficiente para reduzir tanto a argentofilia guanto a inten
sidede do reacio do azul da Prissia, em cortes de bago de am-
bas as ospdcies animais. De mancira semenhante, hi também para
lelismo entre as linhas de regressac da intensidade da argentg
filia e da reacao do azul da Prissia, em cortes tratados Pr sg
lugho de oxalato (gréficos 13-14-15-16 ¢ %abela IIT).
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Grafico 1- Cortes de bago de rato tratados por solugoes de tiogli-
colato com concentragoes crescentes. A¢ao do tratamento pelo tiogli
colato sSbre a intensidade da impregnagac argéntica, estimada his-
tofotomdtricamente. Comparagac_entre a linha de regresszo da argen
tofilia e ag linhas de regressao obtidas através do emprégo de di=
versas reagoes histoquimicas.
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Grafico 2- Cortes de bago de porco. tratados por soluqSes de tiogli
colato com concentragoes crescentes. Aggo do tratamento pelo togli
colato s8bre a intensidade da impregnagao argdntica, estimada his-
tofotomdtricamente, Comparagao_entre a linha de regresszo dg argen
tofilia e ag linhas de regressao obtidas através do emprégo de di-
versas reagoes histoquimicas.
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Gfefico 3- Cortes de gigado de reto tratados por solugae de tiogli-
colato com concentragdes crescentes., Agao do tratamento pelo tiogli
colato sbbre a intensidade da impregnagac argéntica, gstimada histo
fotomdtricamente. Comparagac_entre a linha de regressag da argento-
filia e as linhas de regressao obtidas atravds do emprége de diver-
sas reagoes histoquimicas.
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Grafico 4- Cortes de figado de porco tratados por solugao de tiogli
colato com concentragbes crescentes. Agao do tratamento pelo tiogli
colato sdbre & intensidade _da impregnagao argéntica, gstimada histo
fotométricamente. Comparzgao entre a linha de regressao Aa argento—
filia e s linhas de regressao obtidas através do emprégo de alver-
sas reacues histoguimicasw.
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Gréfico 5- Cortes de bago de ratg tratados por solugdes de oxalato
com concentragoes crescentes. Agao do tratamento pelo oxalato s8bre
2 intensidade da impregnagao argéntica, estimada histofotomdtricamen
te, Comparagho entre a linha de regressao da argentofilia e ag li-
nhas de regressac obtidas através do empr8go de diversas reagoas hg
toquimicas.
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Gréfico 6- Cortes de bago de porgo tratados por solugoes de oxalato
com concentracoes crescentes. Acao do trotamento pelo oxalato sBbre
a intensidades da impregnagao argértica, espimada histofotométrica-
mente. Comperaggo entie & linha de regressac da argentofilia ¢ ast
nhas de rogrescsao cbbidas airavés do empriss de diversas reagoes s
toquimicas.
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Gréfico 7- Cortes de Tigado de rato_tratados por solucoes de oxala
to com concentracoes crescentes._Agao do tratamento pelo oxalato
sébre a intensidade da impregnagao argéntica, estimada histofotomd
tricamente. Comparaggac entre a linha de regressao da argentofilia e
as linhas de regressac obtidas atravéds do emprége de diversas rea-
coes histoquimicas.
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Grifico 8- Cortes de figado de poreg tratados por solugoes de oxalp
to com concentracdes crescentes. Agao do tratamento pelo oxalato
aBbre o intensidade ds impregnecio argdntica, estimada histofotome
tricamente. Comparqgﬁomentre o 1linha de regressac da srgentofilia
e as linhas de regressao obtidas ctravés do emprégo de diversss re
acbes histoquimicrs.
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Grafico 9- Cortes dg bago de rato tratados por solucao de tioglico
lato com concentragoes crescentes. Agao do tratamento pelo tiogli~
colato s8bre a intensidade da impregnagao argéntica, estimada hig-
tofotomdtricamente. Comparagao entre as linhas de regressao da ar-
gentofilia e da reagao do azul da Prissia.
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Grafico 10- Cortes de_bago de perco tratados por solugao de tiogli
colato com concentragdes crescentes. Agao do tratamento pelo tloéIL
colato sftre 2 intensidade dg impregnagaoc argéntica, estimada hig
tofotométricamente. Compara~ao entre as linhas de regressac da ar-
gentofilia e da rengas Ao azul da Prassia.
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Gréfico 1ll- Cortes de figado de rato tratajos por solugoes de tio-
glicolato com concentragoes crescentes. Agzo do tratamento pele tio
glicolato sbbre a intensidade dg impregnagao arg@ntica, estimada
histofotométricamente.NComparaqao entre as linhas de regressac da
argentofilia e da reagfo do azul da Prissia.
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Grafico 12- Cortes de figado de prco tratados por solugoes de tig
glicolato com noncentracces crescentes. Agac do tratamento pelio
glicolato sdbrs a infensidade dg impregnagac argéntica, estinada
histofotomdtricamente. Comparagad entre as linhas de regressad da
argentofilia e da reagao 45 azul de Priassia.
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Grafico 13- Cortes de bago de rato tratados por solugoes de oxala-
to com concentragdes crescentes Agao do tratamento pelo oxalato
s8bre a intensidade da 1mpregnagao argéntica, estimada histofotomd
tricamente. Comparagao enbtre as linhes de rezressao 4a argentoflhg
g da reagao do azul da Prassia.
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Gréfico 14- Cortes de bago de porco tratados por solugoes de oxala
to com concentracoes crescenteg. Agao do tratamento pelo oxalﬂuosﬁ
bre a intensidade da 1mp*egnagao argéntica, estimada his sofouomd~
tricamente. Comparngao entre as linhas de regressac da srgentofilia
e da reacao do azui da Prussia.
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Grafico 15- Cortes de figado de rato tratados por solugles de oxala
to com concentragoes crescentes. Agao do tratamento pelo oxalato
s8bre a intensidade da impregnagaod argdntica, estimada histofotomd-
tricamentes Comparagaoc entre as linhas de regressao da argentofilia
e da reac¢ao Go azul da Prussia.
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Grafico 16— Cortes de f{gndo de porco tratados por solugoes de oxa
1ato com concea‘ragoes ~rescentes. A¢ao do tratamento pelo oxala-

to sdbre a intensidade 4o 1rpregregad argéntica, estimada histofo-

tomdtricanente. Comparsgas cntre as lirhas de regressac da argento
filia e da rea¢io do aznl da Prissiea,
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Gréfico 17~ Cortes de _bago de rato tratados por solugoes de tiogli-
colato com concentracoes crescentes, Agac do tratamento pelo tig-
glicolato sbbre a intznsidade da impregnagao argéntica, da reagao
deo ferricigneto férrico, e da ¢dr desenvolvida com © reativo de
Schiff. Acao do bloqueio pelo bicloreto de mercirio e o cloridrato
de anilina.
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Gréfico 18- Cortes de_bago de porcd tratades por salugdes de tiogli
colato com concentragoes crecceutes. Agao do tratamento pelo tiogli
colato, sbbre a intensidade Ja impregnsgao argéntica, da reagao do
ferricianeto férvico, e da <0r desenvolvida com o _reativo de Schiff,
Agao do bloqueio palo biclereto de mercirio e o cloridrato de anili
na.
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Gréfico 19- Cortes de figado de rato tratados por solugdes de tio-
glicolato com concentragdes crescentes. Agag do tratamento pelo to
glicolato, sbbre a intensidade da impregnagac argéntica, na reagao
do ferricigneto férrico, e da cbr desenvolvida com o rsative de
Schiff. Agmo do bloqueio pelo bicloreto de merciirio e o cloridrato
de anilina.
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Grifico 20~ Cortes de figado de porco tratgdos por solugoes de tig
glicolato com concentragdes crescentes. Agag do tratamento pelo o
glicolato, sbbre a intensidade da impregnagao argéntica, na reagao
do ferricigneto férrico, e da cfr desenvolvida com o reativo de
Schiff. Acao do bloqueio pelo bicloreto de mercirio e o cloridrato
de anilina.
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Comparagfo entre os coeficientes de regressfo (b) da intensidade da
argentofilia {arzent, Y sdbre a conccntrqrao da soluclo de tioglicolato
(tioglic.) e oralato (oxal,), em bago e f{zado de rato e porco,

e ammager

RATO

TIOGLICORATO,

I.A-"-MTO

—— i —————— w k1

LAGC f

FIGADC

-

BAGO

rIGADD

Lir T j‘
wlyy 790 = 0,162

+ .
~2,371 = 0,155

-

+
2,857 = 0,167

+
~2,191 = 0,110

PORCGCO

TIOGLICOLATC

QXALATO

BAGO

FIGAD0

BAGO

FIGADO

-

+

» n
+
w2y 214 =~ 0,237

+
w2y 691 m 0,123

;

+
2,269 o 0,220

VESTE D4 DIFZRENG BYITE B SIGHIFICANCIA (0,05)
Bago rato tioglic,  x Bago porco tioglic. Vado
Bago rato tioglic, x Bago rato oxal, S,
Bago rato tioglic. x F{gado rato tioglic. S? ’
Bago rato oxal. x Bago porco oxal. H.8,
Bago rato oxal, o F{gado rato oxal, S
Bago porco tioglic, x Bago poreo omal, Se
Bago porco ti g}ic. e Figado porce tiog}ic. S?
Bago porco oxal, s F{rado poreo orals S
Mpade rato tioglicse x T{gado rato oxal, H4S.
Figado rato tiozlic, x Figado porco.fiog}ic; N,Sé
Fizado rato exmls v F{zado porse oxal, HeSs
Fi{gado porco tiogzlic, x Figado porce oxal, 1,5,
ObservagHos §,5. = nfo significativo S, = significativo
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Comparacgio entre os coeficientes de regressio {b) da intensidade da
ars ertofllla e da intensidade dag reacBes histoquimiccs usadas em cortes

de fl?°d0 e bhaco de

rato e de porco,

“.;mcﬁo _ ) | TIOGLICOLATO o
ou RATO PORCO o
COLARAGED m?f- 400 | Bago FIGADO m—_“_ﬁi‘-—o” o
Argentofilia -2,371 % 0,186 »-4,790H1' 0,162 |-2,214 1:;:237 ~y350 Yo 1:7;
Ff}f;:j;g-“et" 2,736 = o,ow.:‘ 2?24,6 2 0,09 *1,864 z 57669 3,680 ~ O,_lgg
-Pﬁo 10 ;5_7 - 0,021 {0,082 - 0,042 0,010“;0,055 0,020 :..0,11:;
senifr u2:.3;6‘ d:—;_,o'zv 1,811 = 0,027 2,229 im(;,ow 3, 50t _1‘05
Ti_ﬁ:ﬁdlﬁj 0,039 & 0,075| 0,005 = 0,055| 0,050 = 0,121| 0,100 * 0,045
“ﬁgii‘i % 1 0,036 2 0,068 0,086 = 0,089 01'0'42 - o-,‘béo 0,067 = 0 0_5;
_;Rﬁ‘{g‘g e | 4 om7 ¥ 0,080| 0,106 = 0,057] 0,038 = 0,073| 0,113 iﬂg,‘o_z;
— ) -  ROXALATO | o
o RATO PCRGO
| COLORAGEO rfGan0 BAGO FICADO BAGO
Arentofilia [=2,191 & 0,213 (~2,857 0,16'; 2,269 & 0,220{~2,601 I @,12
Tegrielensto| ;003 L 0,032|0,029 = 0,251/70,120 £ 0,156 0,057 + 0,153
P ¢S, 0:591 Z 0,074] 0,171 *0,061] 0,029 2 0,081| 0,023 ~ o,ﬂé
Schiff 0,011 = 0,010| 0,020 * c:oos 0,040 = 0,081} 0,074 % 0,101
ol 28 10,040 2 0,048] 0,029 % 0,043] 0,040 = o,o;g -5:5;;3 0,024
huarelo 96 | 0,091 = 0,073| 0,09 2 0,091 0,045 = 0,0SC; 0,004 = 0,038
?ii%; de | o 082 % 0,080/ 0,058 % 0,075| 0,030 % 0,065| 0,057 = 0,55_9
stravés fo teste da QLL erenga entre os valores de b, verificou~se cue

o coelicient de regressao da argthofllla & elgnlflcqulv mente diferente
do coeficiente de regressio apresentado por todos os outros tratanenvos,



Comparscio entre og

& BE LA IIT

P = e

coeflc19ntps de reTreosis do

nﬁuen31dame fa are

gertofllla {argent.) e ,da intensidade da reagio do czul da Pritssia ( 4,
Pris,), emcortes de £igado e bago de rato e poreo, préviamente tratas
de tlogllcolcto, ou de oxelato,

dos por solugfo

TIOCGLICOLATO

BACO e A e
RATO PORCO. RATO PORCO
“lrgent.-ﬁwﬁrﬁsm-Arggni.-~&“Prﬁsg~-~Argentu—whtPnﬁB.---Lrgent»~*ﬂrprﬁsm
4190 mhg620 |why350 |mhglO0 |=24371 | <2,064 | =2,2L4 -1,918
+ + * + + + + +
0,162 10,1587 0,175 | 0,129 0,155 | 0,058 | 0,137 | 0,003
TRSTE DA DIFERTZHGL BNTRE B SIGNIFIGLECLE (0,05)
Bago rato ~ hrgents x R4 Lo 1&‘1‘-1.'55.'l N,S,
HH‘Bago porco - Lrgent, x Rs &, Prils, NeS B
Figado rato = .rgent. x R. 4. Priis. HeSe
Ffgado porco - irgent, x R, Le Pris. a9, B
N OX4LLTO
BALCO FIGLDO
RLTO . PCRCO. RATO PCORGO.
hrgeﬁt. A Pris) Lrgent . L.Prﬁé._ hrgent., A.Prﬁ;. Lirent, d.Pru4_&
w2,857  |=2,946 |m2,60) | =3,086  [=R,101 |=2,154 | ~2,269 | 2,323
+ + + * + + + +
0,367 0,588 0,123 0,117 ! o,ilo 0,120 0,220 | 0,133
TESTE Da DIFERENGL EHTRI B ' ‘ S8I1G INIFIC/H0TL (6“55)
Bago rato = Lrgent, x R, 4, Pris, oS
Bago porco = irgent. x Be L Prﬁs, HeS,
F{gado rato = srgents x Ro &y Prﬁﬁ, HaSse
F{gado poreo ; srgent, » R, L, Pris, HeSa -
Obmervagfos N.S, = nfo significative>
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TABELA TV

Comparagfc entrc os coeficientes de rogressfio da intensidede da are
zentofilia ¢ das reacles histooudmicas destinadas a revelar IPUN0S redus
tores, efetuados cm cortes de bago ¢ figado de rato ¢ de voreco, tratados
por solugdes de tioglicolato com concentracdes croscontes, Agfo do blo-
queio sobre a intonsidade da argentofilia, da reagio do ferricianeto fére’
rico ¢ da colorogfo desenvolvida pelo tratamento com o reativo de Schiff,

~ BACO FIGATO
“HATD PURGO HATO FORCO
whyT90 | «hy350 | =2,371 2,21,
Argentofilia + + + +
0,162 0,175 0,155 0,137
Argentofilia ands bloguelo -A’EIO -4’260 -2’293 "2’318
¢/ bicloreto de mercirio ~ - - -
0,138 0,142 0,104 0,144
hrgontofilia apds bloqueio | 480 | SN0 1 =2318 | =20l
¢/ cloridratc de anilina - - - -
0,163 0,177 0,119 0,171

A difercnga enire os valoros dos cocficientes de regressfo da argen
tofilia ofctuadg antes ¢ depois do bloquelo de grupos redutoros pclo bi-
cloreto de mercurio ¢ cloridrato de anilina, ndo ¢ signifieativa,

2
Reagfio do ferriciancto fér- 2’2i6 3’230 2’&36 1’§6A
rico - - - -
0,094 0,105 0,074, 0,069
Reacio do ferriciancto fér- 0,035 =0,09% 0,135 0,112
. 7 » . . + + + +
rico apés blgqueio ¢/ biclo = M - -
reto de mercurio 0,169 0,073 0,051 0,063
Reagdo do forricicncto 28z 2’152 : 3’%48 2’214 2’354
rico apos bloqueic com clg - - - -
ridrate de anilina 0,102 0,203 0,109 0,073

A difercnga entrg os valores dos cocficientoes de regresséo da rea-
¢éo do ferricicneto forrico ofotuada’antcs ¢ depois do bloguedo de gru-
pos redutores pelo bicloreto de mercurio e cloridrato de anilina & signi
ficativa quando, o bloguclo $ cfetuado Belo bicloreto de morcﬁrio, poram, |
njo tom significado quando o bloqueio ¢ cfetuado pelo cloridroio anilina

1,811 3,650 2,396 2,229
Schifrf + + + +
0,067 0,100 0,077 0,019
Sehiff apds blogueio ¢/ bi- "1’292 3’280 2:219 2sf58
clorcte de mereurio - - - -
04475 0,063 0,09 0,101
Schiff apds bloqueio ¢ elg| 02040 | =059 0,038 0,055
ridrate de anilina - - - -
o 0,056 0,044 0,072 0,092

A difercnga cnire og valores dos cooficicntes de regressio da colo-
ragho desenvolvida pelo tratamento com o reativo de Schiff cfctusgdo an-~

a L] ,.
teg ¢ apbs o bloguelo de grupos redutores pelo bicloreto de mercurlio ¢
. . s - M PR - N ’ 4
eloridrato do anilina, ¢ significativa quando o blocueio ¢ efctuado pel

. e ~” , . = s * 4 N
cloridrato de snilina, po;ém, nfio & significstiva quando o blodueio &fei

o pelo bilcloreto do morcirio
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DISCUSSAD

Nesta parte do presente trabalho tentou-se verifie
car eventual correlagao entre a redugao da argentofilia, expe-
rimentalmente provocada, e algumas modificagdes da reatividade
histoquimica dos cortes de figado e bago, que poderiam ocorrer
simultaneamente.
| Com ¢ intuito de reduzir a intensidade da argentofi
lia, foram empregados dois tratamentos diversos, gque atuam a-
bavés de mecanismos provivelmente diferentes; esta hipétese ba
sele~se na desigualdade, quanto As propriecdades quimicas, dos
fons tioglicolato e oxalato e, principalmente, nos valores do
coeficiente de regressao da intensidade da argentofilia, sbbre
as concentracgoss das respectivas solugaes; o3 valores de h(coz
ficiente de regressao) sao significativamente diferentes quan-
do cortes de bago, submetidos aocs dois tratamentos, sao compa-
rados entre si. Agindo dessa forma, procurou-gse evitar que wng
eventual agao "especifica™, inerente zo fon empregado no pré
tratamento, pudesse inibir a impregnagao argdntica, interferin
40 nos resultados. Por outro lado, com o intuito de evitar in-
terferéncia direta dos fons tioglicolato e oxalato sbbre a are
gentofilia, apbs o pré tratamento, por ambos os reativos,os car
tes foram cuidadosamente lavndos, antes de ser efetuada a im-
pregnagao argintica.

A redugmo da intensidade da argentofilia, consequen
te a ambos os tratamentos, foi comparada com a variagao, guan-
to & intensidade, da reatividade histoquimica dos cortes trate
dos tanto pelo tioglicolato gquanto pelo oxalato. Com 8sse escd
po,limitou~se & verificagcao da reatividade histoquimica refe-
rente a grupos reatives que se admite estarem relacionados com
a impregnag¢ac argéntica, ou seja, com a formagao dos nicleos
primdrios de prata reduzida. Nesse particular, merecem atencao
os grupos S-H e carbonila (PALMGREN, 1948; ROMANES, 1950;
WOLMAN, 1955a, 1955b) e alguns grupos eletropolares das protei
nas (WILLIS, 1945; PETERS, 1955z, 1955b), incluindo, sob ossa
denominagac, os grupos imidazol, fenol e carboxila.
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Admite-se que a reagdo de ferricianeto férrico, ee-
pecialmente quando complementada por agentes blogqueadores {(bi-
cloreto de merelrio), revels grupos redutores, notadamente o gm
po S~H (ANSON, 1939, 1941, 1942; CHEVREMONT & FREDERICQ, 1943 ;
YAO, 1949; ADAMS, 1956).

A relagao entre o grupo S-H ¢ a argentofilia foi ve-
rificada através da comparagac entre a linha de regressao da ar
gantofilia e & da recgeo do ferricisneto férrico. O bloqueio
pelo biclorete de mercirio foi empregado com a finalidade de re
duzir & causa de 8rro, devidc & falta de especificidade dessa
reagaoc. O blogueio pelo cloridrato de anilina teve por finalida
de revelar se ¢ grupo carbonila poderia ser responszbilizado re
la positividade da reagao do ferricianeto férrico. Convém assi-
nalar que os resultados obtidos com a reagao 4o ferricianeto SBr
rico, tanto em cortes de bago, quanto de figado, cuja intensida
de aumenta proporcionalmente com a concentragazo da solugao de
tioglicolato usade (e nao aumenta quande o tratamento & efetua-
do por solugao de oxalato, com concentragdes crescentes ; grofi-
cos 1-2-3-4-5-6-7-8), sugere que a intensidade dessa reagao, em
parte, decorra da formagao de grupos S-H, devido zo tratamento.
Foi demonstrado que, como consequdncia da agao do tioglicolato,
hé transformagao de grupos S-S .m S-H (.DAMS, 1956).

A auséncia de paralelismo entre as linhas de regres-
sao da argentofilia e da reagho do ferricianeto férrico, cujos
respectivos coeficientes de regressao sa0 significativamente di
ferentes, sugere nzo haver relagao entre a presenga ¢ a quanti-
dade e grupos S-H e 2 argentofilia. A agao do bloqueio pelo
bicloreto de mercirio, sBbre a2 reagaoc do ferricisneto férrico,
concorda com esta interpretacao; tambdm concorda com esta inter
pretagao a ausdneia de modificacio da intensidade da argentofi-
lia, quando os cortes histoldgicos, antes de serem impregnados
pela prata, sao tratados por bicloreto de mercirio. Os resulta-
dos sugerem que a intensidade da reagao do ferricianeto férrice
em cortes dé figado e bago, dependa de dois componentes: um de-
les & blogueado pelo bicloreto de merecirio e apresenta propordo
nalidade com a concentragao‘da solugao de tioglieolato, usada
para o tratamento dos cortes; Bsse componente reage como o gru—
po S<~H; o outro componente nao & bloqueado pelo tratamento com
0 bicloreto de merelric e ocorre mesmo em auslncia de tratemen-
to pelo tioglicolato, sugerindo nao se tratar do grupo S-H.A in
tensidade da argentofilia nao apresenta correlagac com nenhun
dos dois componentes. Estes resultados revelam, além disso, que
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0 mecanismo da impregnagao argdntica, pelas técnicas répidag,
difere do mecanismo admitido para as técnicas lentas, & impreg
nagao pela prata. WOLMAN (1955b), estudando a impregne¢ao ar-
géntica de fibras nervosas, através de impregnagbes lentas, or
relacionou a intensidade da impregnagfo com a reacso do ferri-
cianeto férrico. Sugeriu que essa reagno f8sse proveniente da
presenga de grupcs redutores, especialmente do grupo S-H e do
carbonila, responséveis tanto pela positividade da reacio  do
ferricianeto férrico, quanto pela argentofilia. Na técnica de
impregnagao rdpida, usada no presente trabalho, em cortes de fi
gado e bago, essa correlagio nao foi verifiezda.

A eventual correlagao entre o grupo carbonila e aim
tensidade da argontofilia foi analisada, comparando-se a linha
de regresszo da argentofilia, com a que resulta do tratamento
pelo rentivo de Schiff. Admite-se que a reagac positiva, com o
reativo de Schiff, dependa da presenga de grupos carbonila, ou
de produtos de oxidagao de lipides insaturados (LISON, 1932;
1960). O bloqueio pelo ecloridrato de anilina confere especifi-
cidade & reaczo, uma vez gue se admite qué apehas 0 grupo car-
bonila & passivel de blogqueio (LISON, 1960; PEARSE, 1961).Ald8m
disso, foram usados, no presente trabalho, cortesg de material
ineluide em parafina, portanto, pobre em lipides; conscquente-
mente, nao parsce proviavel gque a positividade dos cortes trata
dos pelo reativo de Schiff possa, a nao ser secundériamente,cg
correr da presenga de lipides. A 8sse respeito convdm assina-
lar gue o tratamento, pelo bicloreto de merclric, nao interfe-
riu na reatividade dos cortes ao reativo de Schiff. Este resul
tado sugere que, no material utilizado, também, os ay= cetois
nac devem ser responsabilizados pela reatividade do reativo de
Schiff. De acOrdo com DEMPSEY & BASSET (1943) e DEMPSEY &
WISLOCKI (1944, 1946), o tratamento pelo biclorcto de mercdrio
teria a2 propricdade de tornar Schiff positivos og m -~ cetdis.

De conformidade com o que foi discutido, os results
dos referentes ao tratamento pele reativo de Schiff, passiveis
de blequeio pelo cloridrato de anilina, foram intorpretados co
mo sendo devidos & prescnga de grupos carbonila.

A ausdneia de paralelismo entre 2 linha de regress
da intensidade da argentofilia e & correspondente a intensida-
de da cl8r desenvolvida pelo tratamento com o reativo de Schiff,
foi interpretada como devido 2 asusBneia de correlagno entre o
grupo carhonila @ a argentofilia.

A linha de regressac da reagao 4o PAS, em funcao da
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concentragao da solugéo de tiocglicolato, ou de oxalato, foi in
terpretada de acbrde com o conceito admitido, em histoquimicea,
parse 0 significado da reagzo do PAS. Assim sendo, essa linha &
regressac constituiria uma estimativa dos grupos @ -glicdlicos
inclusive amino~substitufdos, revelando, alédm do poﬁssacéridea
amino deidos terminais dotados do grupo alcoil-amino, tais co-
mo a serina, a hidroxilisina e a treonina (NICOLET & SHINN,193
1941). A infludncia dos 1fpides, sBbre a reagao do PAS,foi con
siderada em segundo plano, uma vez que 0s cortes empregados pm
vinham de material incluido em parafina.

A Talta de paralelismo entre a linha de regressao
da argentofilia e a correspondente % reagaoc do PAS, indica que
a intensidade da argentofilia nao apresenta relagdo com a quan
tidade de grupos =z -glicdlicos, simples ou substitufdos. Alids
¢ tratamento dos cortes histoldgicos tanto pelo tioglicolato,
guanto pelo oxalato, nao produz modificagao da intensidede da
Bngliocdo BAS: -

Com o escbpo de estimar a reatividade de grupos ele
tropolares das protefnag, tais como os grupos imidazol, fenol
e carboxila, foram empregadas: a) reaqﬁo de Millon com a fina-
lidade de evidenciar grupos fenflicos, especialmente da tirosi
na e do triptofano; b) basofilia pelo azul de toluidina, cujo
esebpo foi indicar a presenca de grupos dcidos livres, inclusi
ve o grupo COOH; c) coloragao pelo amarelo de naftol S,cuja fi
nalidede foi evidenciar grupos eletropositivos livres, tais co
mo 05 grupos amino, guanidil e imidazol (DEITCH, 1955).

A comparagao entre as linhas de regressao da inten-
sidade da coloragao obtida com as tr8s tdenicas referidas e 2
linha de regresszo da intensidade da argentofilia, revela que
a argentofilia nzo apressnta relacao com os grupos eletropola-
res estudados. _

Os resultados discutidos, revelam gue 0 moerniscmo &
impregnagno crgdnticn pelrs téenicns rdpidas, difere do obser-
vado nas técnicas lentas. Por &sse motivo,aventou—se 2 hipbte-
se de que a relagao entre a argentofilia e a intensidade da re
¢20 do azul da Prissia constituisse fator importante do mecang
mo da impregnagao argéntica, nas téenicas répidas.

A estimagao histofotomtrica do fon férrico, revela
ds através da reaqﬁo do azul da Prissia, nos cortes de bage e
figado, de rato e porco, tratades por solugéo de tioglicolatom
de oxalato, apresenta estreita correlagac com a intensidade da
argentofilia. A comparag¢zo entre o coeficiente de regressao da
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intensidade da reagao do azul de Prissiz, em fungho das concen
tragles das solugdes de tioglicolato ou de oxalato, e o coefi-
ciente de regressac da argentofilia, revela paralelismo entre
ambas as linhas de regresszo. Esta correlagho sugere que a ar-
gentofilia, demonstrada pelas técnicas rédpidas de impregnagao

argéntica, depcnda da quantidade de fon férrico, demonstrivel

histoqulmicamente. Bste resultado, por outro lado, concorda om
0s obtidos por HADLER & col, (1964,1967), os quais verificaram
correlagao entre a quentidade de fon férrico, contido nos teci
dos, e o intensidadc da argentofilia, Egsa correlaqﬁo foi ob-

servada tanto quande o fon Fettt

era parcialmente removido, pe
lo tratamento de cortcs histoldgicos com o tioglicolato, como
guando a variacao da quantidade de matsrial azul da Prissia PO
sitivo ers provocada atravéds do uso de Pagdes contendo quanti
dades diferentes de ferro.

' Cg rosultedos sugerem, portanto, gque a argentofilis
resultante das técnicas rdpides de impregnagao, seja independa
te da presenca de grupos redutores (tais como S~H @ carbonila)
¢ de grupos eletropolares contidos nas proteinas (grupo- imida-
zol; fenol; ceorboXila); sugere, também, estreita relagao entre
a intensidads da argentofilia ¢ a quantidade do fon  férrico,
fazendo supor que, no mecanismo dao impregnaczo argdntica, efe-
tuada pelas técnicas rdpidas, o ferro desempenhe papel importen
te. Esta hipbtese seri testada na scgunda parte dfste trabalha



PARTE 11

IMPORTANCIA DA PRESENGA DO ION FERRI
€O NA IMPREGNAGXZO ARGENTICA PELAS T
NICAS RAPIDAS

HADLER & col. (1964) mostraram que fons metédlicos,
tais como o cat*e o Fe+++, induzem argentofilia, demonstrada &
travds de téenica répida de impregnagac arg@ntica, guando uni-
dos ) substfneiss de natureza protdica (gelatina; ovalbumina;
¢ ¢ B globulina), ou lipfdica (fosfolfpides). Bstes dados fo
ram obtidos om modelos de papel de filtro, nos quals asg subs-
fincias a screm cstudadas eram depositadas. Através dessa tée-
nica, demonstrarem que o gelatina, quando colocada em fixadors
contendo cdlcio, ou ferro, ligan-se a 8sses cAtions; essa liga-
¢@o nao & rompida pelo tratamento com solugao de EDTA o 1%, Por
outro lado, s gelatina ligada ao cdleio, ou ao ferro, torneva-
-ge argentdéfila.

Bsses mesmos autdres, em trebalho posterior (1967),
verificaram novos fatos em favor da hipdtese que correlaciona
a impregnacac argldntica, pelas téenicoes rédpidas, ¢ a presenga
de cétions, especialmente o fon Fet™ s mostrarem que sais sim-
ples de ferro e de outros metais (Cu,Bn,Ca,Co,Sn), também sao
ergentéfilos, desde que o respectivo metel sc apresente ionizg
vel. Observaram que o carga cletrostdtica do fon férrico & im-
portante, nesse partieular, uma vez qus = reagao do =zzul da
Prissia, efetuade préviamente, inibe a argentofilis, provivel-
mente por "bloguear" o fon férrico. Concluiram que, para confg
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rir argentofilia, o ferro deve se apresentar sob forma ionizd-
vel.

Por outro lado, HADLER & col. (1967) mostraram que
apds a impregnacac argdntica, s reag¢ao do azul da Prissia & ge
latina ligada ao Fe se torna negativa, provdvelmente porque a
prata metdlica se deposite s8bre o fon férrico, "bloqueando“swm
reatividade. A reatividade do {fon Fe+++, no entanto, pode ser
revertida se a prata reduzida for removida pelo tratamento com
solugao iodo-iodurada.

Todos #sses resultados revelam estreita relagio en-
tre fons metdlicos, especialmente o fon férrico, e a argentofi
lia.

Corroboram, também, com & hipdtese gue correlaciong
fons eletropositivos e a impregnagao argdntica, os resultados
obtidos por GOLDBLATT &col,{1965),Bcton verificarrique tecidos
fixedos por solucac de tetrdxido de dsmio, quando tratados por
solugao contendo o fon "argento-diamina", apresentam deposigao
de prata metdlica, nas estruturas em que havia se depositado o
tetréxido de 4smio.

Nao obstante haver diversas evidncias em favor da
hipétese eitada, a primeira vista parece paradoxal que un fon
eletropositivo possa induzir deposigﬁo de outro ion eletroposi
tivo, tal como o fon "argento~diamina". HANKER & col. (1964,
%2&?3 mostraram ser possivel a deposigao especifica de um metd,
rdesde que fBsse usado um intermedidrio entre dois fons metdli-
cos. Esse intermedidrio, que estabelece a ligagho entre os dds
elementos dotados de carga positiva, foi denominzado "ligante
multidentado" e apresenta grande inter8sse em microscopia ele-
trfnica (SELIGMANN, WASSERKRUG & HANKER, 1966; STERNBERGER &
col., 1963)

Atuam como"ligantes multidentados™a tiocarbohidragzi
da, a carbohidrazida, o tetraetilenopentamine. HANKER & col.,
(1966) conseguiram, através desta téeniea, deposig¢ao de negro
de Ssmio sbbre cstruturas ligadas ao ésmio, palddio, mercirio e
uranila, apds o tratamento com ticecarbohidrazida.

Baseado nesses resultados, HADLER & col. (1867) a-
ventaram a hipétese de que as téenicas rdpidas de impregnacac
argéntica consistiam na ligacac do iorLAgbh outros {ons metdli

*++), presentes nos tecidos. Esta

cos (especialmente o fon Fe
hipbtese foi testada através do emprégo de wmﬂligante maltiden
tadoﬂ(hexametilenotetramina), em modelos de papel de filtro.Os

resultados obtidos foram favoridveis ) hipbtese citada.
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Como decorréncia dos resultados anteriormente cita-
dos ¢ do efeito dos "ligantes multidentrdos™, no que se refere
3 deposigao de Bns metdlicos sbbre outros fons metdlicos, foi
plane jada a segunda parte do presente trabalho. No planejamen-—
to foram considerados os seguintes itens: 1) HADLER & col.(1964)
empregaram produtos complexos ¢ relativamente impuros (gq}ati—
na, ovalbumina e globulinas), nos quais introduziram o fon me-
t4lico; no presente trabalho empregou-se, aldm de gelatina,uma
proteino mois simples ¢ pura, a insuline, na qual foram intro-
duzidos fons metflicos durante a fixagao; 2)HADLER & col.(1967)
verificaram que sais inorglnicos de ferro sao argentéfilos;nég
te trabalho foram empregados sais orgdnicos de ferro, formados
durante o fixngno, os quais foram estudados quanto & argentofi
lia; 3) HADLER & col. (1967), paraz ®star a hipbtese que admite
resultar a argentefilia da presenca dsz um fon metdlico sbbre o
qual se liga o fon Ag', %endo como intermedifrio um “ligante
multidentado”, usaram apenas a hexXametilenoteiraminaj; julgou-se
conveniente, no presente trabalho, empregar outros ligantes pr
tencentes ao mesmo grupo, com z¢ac préviamente comprovada, no
que concerne 3 deposicao do dsmioc s8bre nfdeleos do mesmo metal
Com essa finalidade usou-se¢ a tiocarbohidrazida,.es o corbohidrr
zida, ligantes eficazes, no que se refere & microscopia eletrd
nica (HANKER & col., 1966). PFoi, tambdm testada a agho dn amd-

nia como ligante.
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MATERTAL E MRTODOS

Duas téenicas diferentes foram utilizadas, quals sg
joms Técnicn em papcl de filtro (spot-test);  Tcnica his

toldégica.

I~ TECNICA EM PAPEL DE FILTRO

S8bre fragmentos de papel de filtro Whatman 1, com
2,5 x 1,5 ¢m, préviamente tratados, colocou~se 0,05ml de uma so
lugao contendo a substincia a ser testada, em drea circular om
Q,5cm de difimetro. Easses fragmentos foram, posteriorments, sub
metidos A fixagao, ao tratamento por solugro de EDTA e } imprgg
negao argdntica.

A~ Pré tratemento do papel de filtro- Antes de ger
depositada o solugao contendo o produto o ser testado, os frag
mentos de papel foram submetidos ¥ metilacao {tdcnice ds
WIGGLESWORTH, 1952, segundo PISHER & LILLIE , 1954), lavados an
dgua destileda o, om seguida, mergulhados durante 2 horas em
solugno de peridrol = 0%, em temperaturs ambiente. Foram nove,
mente lavados em dgue destilada 2 tratados, durante 40 minuilos
a 602C, por solugao de EDTA 1%, pH 4,0. Nova lavagem com Agua
destilada, durante 2 horas, Toi efetuada. Os papdis assim tra-
tados reagem negativamente % reacac do azul da Prissiz.

B- Substféineias usada:
1) Gelatinz - Gelatina comercial foi purificads &

seguinte maneira: 1lO0g. de gelatina forem tratades, durante 24
horas, por 100ml de mistura metanol-clorofdrmic (1 : 1); apds
centrifugagac, o resfduc foi sBco a 379C e, em socguida, dissol
vido em 500ml de dgua destilada. 0 pH dessa solugao foi ajusta
do a 10,0, através da adigac de solugao 0,1 M de OHN.. Apés re
pouso de 24 horas a 42C, juntou-se 30ml de solugao @ 0,5 M de
deido tricloroacédtico; o precipitado fol separado per centrifu
gacao {2.000 rpm durante 1 hors) o roedissolvido om 500 ml de é
gua bidestileds ; deionizade. A solugzo assim obtida foi diali
zada contra Adgua bidestilada y delonizada durante 24 horas, e
49C. Apbs a didlise, a solugao foli mantida em estufa a 5020 e
o produto s8co foi pulverizado. Esse produto foi empregado, no
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presente trabalho, em solugao o 2%.

2) Insulina- A insulina comercial, foi purificade
da seguinte maneira: 10 mg de insulina Trura® foram‘ dissclvi-
dos em 5ml de 4dgua destilada 2, cm segulda pr901p1tados atravds
de adigao de gotas de solugac 0,1 M de HCl (pH aproximadamente
3,5); o Precipitadc foi separado por centrlfugagao (2.000 Ts P
m., durante 20 minutos) e redissolvido em 10ml de dgue destila
da, sendo o pH elevade a 7,0, pela adigao de solucao 0,1 M de
Na OH; a solugao obtida foi dializada contra agua, des%ilcdecbi
onizada e o volume do solvente foi reduzido, de form‘1 que a ®n
centragaoc final da solugao fdsse 2% do plso orlglnal.:

3) Sais de ferro - Foram utilizados o oleqto e o
palmitato de ferro, preparados da seguinte maneira: 0,05 ml de
solugao & 2% de 4cido palmftico, ou de 4cido olBico, em &ter e
t{lico, foram depositados em fragmentos de papel de filtro pra
viamente preparados, em 4drea circular com 5mm de difimetro. Os
sais de ferro respectivos foram obtidos por tratamento dos P~
péis com solugao contendo 1% de cloreto férrico.

C~ Tratamento dos modelos de papel de filtro: Os mo-
delos de papel, contendo solugao de insulina, gelatina, ou de
dcido graxo, foram tratados por solugio a 1% de cloreto férri-

co, durante 12 horas, em temperatura ambiente. Outros modslo=
de papel contendo gelatina, insulina e 4cidos graxos foram tra
tados por solucao de formalina a 15%, contendo 1lg# de cloreto
férrico.

Os modelos de papel foram lavados em dgua destilada e
tratados por solugao a 1% de EDPA, em pH 4,0, durante 20 minu~
tos, a 60°C. Em seguida, foram lavados cuidadosamente, em &gua
bidestilada, - deionizade, ¢ sfcos em temperstura ambiente.

D- Reagao do azul da Prissia- Come finalidade de ve-
rificar a presenga do fon férrico, nos modelos de papel, apds
o tratamento por soluqao de cloreto férrico (seguida do trata-

mento com EDTA), foi usada a reagao do azul da Pridssia. Essa
rengac foi efetusda pela téenica preconizada por HADLER & col.
(1965b).

E- Impregnacgao argéntica-

1) "Técnica cldssica™- A impregnagao argdntica fd
efetuada pela técnica do RIO HORTEGA (1919), modificada  por
HADLER (1962), msando-se, no entanto, solugéo de formol a 5%,
como redutor; a redugEo foi efetuada sob forta agitagéo, pars
diminuir a intensidade de coloragao do fundo.

A solugac de "argento-diamina®, usada na técnica oi-
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tada, apresenta pH 11,5; aldm desse pH, foi usada essa solugso
com pH ajustado a 8,0, 9,0 e 10,0, atravds da adigho de HNO3,
em solugao 0, 1M,

2) Téenica de impregnagao argéntica usando &l sim
ples de prata- Nesta técnica, a solugao de Targento-diamina™fal
substituida por um sal simples de Ag. O sal usado foi o nitra-
to de prata, em solugzo 0,1 M. Como redutor usou-se solugao de
formalina a 5%. A redugao foi feita sob forte agitagio.

F- "Ligante multidentado®~ Como "ligantes multidenta~

ded' foram usados: a) hexametilenotetramina, em solugio & 1%,
pH 11,5, ajustado pela adigao de solugac 0,1 M de hidréxido de
sédio. Além de solugao com &sse pH, foram usadas, também, solu
¢0es de hexametilenotetramina com pH 8,0, 9,0 e 10,0.Para bal
xar ¢ pH foi usada solugao de 4cido nitrico 0,1 I3 b) Carbo~hi
drazida, em solugao a 1%; foram usadas solugdes com 05 mesmos
pH das solugdes de hexametilenotetramina; c)tiocarb0~hidrazida
em solugao a 0,1%, em pH 8,0 , 9,0 , 10,0 e 11,5; a) amdnia, em
solugao a 1%, nos mesmos pH citados; e) semicarbazida, em solu
¢ao a 1%, pH 11,5.

Os modelos de papel de filtro forem mergulhados na
lugao do llgante, onde permaneceram 2 minutos, & temperatura am
biente; modelos de papel de filtro que atuaram como contrble,f
ram mergulhados em dgua bidestilada, cujo pH foi elevado a 11,5
através da adigao de solugio de hidrdxide de sédio. Apbs  8sse
tratamente os modelos foram lavados cuidadosamente, em dgua &bs
tilada, durante 1 minuto, e mergulhados na solugao de nitrato

de prata.

II- TECNICA HISTOLOGICA

Cortes de figado e bago de rato e de porco, obtidos
da maneira descrita na primeira parte do presente trabalho, fo
ram utilizados para comparar a intensidade ds impregnagac ar-
g8ntica, quando é empregada a tdcnica de RIO HORTEGA (1919),mo
dificada por HADLER (1962) ¢ a técnica do tratamento por"ligan
te multidentado”, seguida do tratamento por solugao de szl sim
ples de prata. As téenicas de impregnagio argdntica, usedas om
esta finalidade, foram as mesmas descritas anteriormente.

A comparacao entre as duns técnicas de impregnecao
foi reelizada em cortes his stolégicos, priviamente tratados por
solugoes de tioglicolato, com concentragdes diferentes. O méto
do cmpregade foi o mesmo descrito na Primeira parte d2ste tra-
balho,



~41~

A comparageo enire os resultados obtidos com a "™c-
nica cldssica" de impregnagfo argéntica ¢ a tdenica d "ligantd'
mals nitrato de prata, foi efetuadas através da histofotometria
dos cortes histoldgicos correspondentes. 0 método uszdo foi o
descerito na primeira parte ddste trabalhec.

II1I- ANALISE ESTATISTICA

A andlisce cstatistica dos resultados foi afetunde
de maneira semelhante 3 deserits na primeiras parte ddste traba
1ho.
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RESULTADOS

1~ MODELOS DE PAPEL DE FILTRO
0 emprégo de modelos de papel de filtro permite ve-
rificar que tanto a insuline quanto a gelatina ligem-se =0 {on
4+
Fe

de sal férrico, ou em fixador contendo sal de ferro., O mesmo o

, quando os modclos de papel szo mergulhados am solug2o

corre com ¢os Acidos graxos. Apds &ste tratamento, passam o rez
gir positivamenta 3 reagao do azul da Prissiz, mesmo zpds tra-
tamento por solugeo de EDTA; cumpre selientar que a insulina,a
gelatina purificada, o deido oleico ¢ o Acido pelmitico,usados
como contrdle, nao szo positivos 3 reagao do azul da Prdssia.

Quando su'metidos % impregnegao argdntica, pelo tra
tamento com solugao de "argento-diamine®, as substfnciss pri-
viamentce referidas, gquando ligadas co ferro, aprescntam-argen-
tofilia, ao passo gue cstas mesmas substfncias, quendo nzo 1li-
gadas ao Fe o usadas como contr8le, nao apresentam a proprieda
de de se impregnarsm pele preta.

A impregnacao argdntica, tanto de protaines ligadas
ao ferro, quanto de seis de ferro, sdmente se vorifica quanao
se emproga a solugﬁo de sal de Yargento-diamina. A substitui-
¢ao desta solugao por outra de nitrato de prata, impede a im-
pregnagﬁo argdntica. No cntanto, se antes do tratamento por 50
lugao de nitrato de prata, os modelos do papel de filtro, con-
tendo as substincias azssinaladas, szo trotados por solugao con
tendo um "ligente multidentado™, a impregnacao argdntica se ve
rifica. Resultados bastante semelhantes z2os obtidos com a im-
pregnacgzo arglntica pelo fon "argento-diamina" szo conscguidos
quando se procede o pré tratamento com solugao de hoxamotileng
tetramina, tiocarbo-hidrazida, carbo~hidrazide e amdnia, segul
do de posterior tratamento por solugao de nitrate de prata ¢ ro
dugzo pelo formol. 4 oficifneis dos "ligantes multidentados® u
gsados, nas concentragaes empregadas, 3 aparcntemante semelhante
¢ semelhante, também, % eficdcia da amdnia, A semicarbazide (Ui
gente monodentado) ndo apresenta 8sse efeitos o tratamonto por
solugto de semicrrbazida nfo debermina impregnacao srgdntica,
quando sc efetue postorier tratomonto por solugnd d: nitrnto
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de prata.

0 pH da solugdo do "ligante multidentado™ influi em
sua efici8neia, quanto & propriedade de determinar impregnacgao
argéntica, através do emprégo de solugao de nitrato de prata.
Quando o pH da solugao do "ligante™ & 8,0 ou 9,0 ndo ocorre im
pregnagac; em pH 10,0 a impregnagido & parcial; em pH 11,5 a in
tensidade da impregnagao é grande. Efeito semelhante,; da in-
fluéneia do pH sBbre a impregnagao argéntica, se verifica. quan
do sao usadas solucoes de "argento-diamina®, Nesta eventualida
de, também nao ocorre impregnagio em pH 8,0 e 9,0; a impregna-
¢a0 é parcial em pH 10,0 e intensa em pH 11,5.

2- CORTES HISTOLAGICOS

O tratamento prévic de cortes de figado e bago, de
ambas as espécies animais estudadas, por solugao de um "ligan-
te multidentado”, ou de amdnia, torna &stes cortes passiveis @&
serem impregnados pela prata, quando tratados por solucao & ni
trato de prata. Nestas circunstfineias, tanto os hepatocitos o
as células de Kupffer, gquanto as células reticulares do bago,
se impregnam por essa técnica. A impregnacgao argdntica, assim
obtida, & semelhante 3 que ocorre gquando se emprega a "tdcnica
cléssica® de impregnacao, que usa solugao de"argento~diamina®,

A estimagao histofotométrica da intensidade da im-
pregnacao argéntica permite comparar os resultados obtidos com
a "técnica clédssica" de impregnagdo, em relagfo aos conseguidas
com o tratamento por"ligante™ mais nitrato de prata. Aldm din-
s0, permite comparar a eficiBnecis dos diversos "ligantes” usa-
dos. Estes resultados estac projetados nos gridficos (21-22-23-
24); revelam que a"técniea cldssica” & a mais eficiente, sendo
a ordem de eficiBncia dos "ligantes" usados a seguinte: =zmdnig,
hexemetilenotetramina, tiocarbo-hidrazida e carbo-hidrazidc.

A estimagao histofotométrica da intensidade do arga
tofilia, em fungao do pH da solugdo do "ligante" usado, confir
ma os resultados obtidos em modelos de papel de filtro (gréfi-
cos 25-26); o intensidade da impregnacao argdntica aumenta com
a elevaqao do pH, dentro dos limites usados no presente trabas
lho.

Os resultados histofotométricos mostram que, a cor-
relagao sntre a intensidade da reagac do azul da Prissia e a
intensidade da argentofilia ocorre tanto quando se use a "téc-
nica clédssica” de impregnaczo, quanto quando se efetua o trata
mente por "ligantes" seguido de solugao de nitrato de prata.Par
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outro lado, o coeficiente de regresszo da intensidade do ar-
gentofilia sbbre a concentragio de solugao de tioglicolato,md
difere, significativamente, quando resultados obtidos pela t
nies clédssica dea impregnagao sao comparados com os fornccidos
pelo tratamento com "ligante multidentado’ mais solugao do ni
trato de prata (gréficos 21-22-23-24). A41&m disso, quando os
diversos “ligantes" usados sho comparades entre si, nac se ve
rifica diferengs significativa quanto ao valor dos respectivs
cocficientes de regressao (Tabela V; graficos 21-22-23-24).
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Gréfico 21- Cortes de_bago de rato tratgdos por solugoes de tiogli
colato com concentracoes crescentes. Agao do tratamento pelo tiogl
colato sBbre a intensidade da impregnagao argdntica, efetuada pela
"técnica cldssica™., Comparagao entre a impregnagao argéntica, efe-
tuada pela "técnica cléAssica", e a obtida através 4o emprégo de um
"ligante” mais solugac de nitrato de prata.
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Grifico 22~ Cortes de_bago de porco tratados por solugoes de togli
coloto com concentragdes crescentes. Agao do tratamento pelo tiogli
colato gdbre a intensidade dg lmpregnagao argéntica, efetuada pela
"tdonics clAssica”., Comparagho entre a impregnagac argéntica efetw
da pela "técnicz cléssica® e a obtida através do emprégo de um "1i
gente" mais solugao de nitrato de prata.
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Gréfico 23- Cortes de figedo de rato tratados por solugoes de tio-
glicolato com concentragoes crescentes, Agao do tratamento pelo to
glicolato sBbre a intensidade dg impregnazao argéntica, efetuada @
ia "téenica cléssica'. Comparagao entre a impregnagaoc argéntica e-
fetuada pela "téenicg cléssica” e a obtida através do emprégo de wn
"ligante' mais solugao de nitrato de prata.
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Grifico 24— Cortes de figado de poréo tratgdos por solugoes de tio
glicolato com concentragoes crescentes. Agao do tratamento pelo tio
glicolato sbbre a intensidade da impregnacao argéntica, efetuada &
ia "tdenica clédssica. Comparagao entre a lmpregnagad argéntica e-
fetuads pela'técnicamcléssicile a obtida através do emprégo de um
"ligante™ meis solugao de nitrato de prata.
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TABELA V

Comparacfo cntre a impreganacéo rgegtlca cfotuada pela téenica cligw
glca (argentodlamlna) o a réalizada através do emprégo de wum ligante mais
solugio de nitrato dé prata,

Os resultados da tabela correspondem aos valores do coeliciente de rg
gressao (b} da intensidade da argcntofllla obtida em cortes tratados nor
solucdes de tioglicolato de sédio con concontragocs crescentes,

BALGO PIGADO
.. LIGANTE.
RATO PCRCO RATO PORCO
Axprre - + + + +
di;;ggg ,y 790 = 0,162 by 350 = 0,175 |~2,371 = 0,286 2,336 = 0,190
~ + + )
Andnea R, 680 = 0,215 [=3,670 = 0,301 2,886 = 0,215 1-2,379 ~ 0,201
H 43 - . + . . + + +
tgfﬁ;ﬁem wlyy 540 = 04153 [mhy 390 w 0,178 (92,175 = 0,197 {~2,400 = 0,159
T4 ocarbom + + . +
hidnanifn  |s750 = 0,105 |-4,000 = 0,147 [w2,718 = 0,189 =1,914 ~ 0,185
C 1 - * -+ -+ 3 .
arbORAANa= 4,640 & 0,143 [=4,540 = 0,193 |-2,443 = 0,171 2,071 = 0,158
: As diferencas entre og vilores do cooflclcnte de re ressao (b}, obbi-i”
G 1 g ?
~ dos em um mesmo orgao, de umj I SIma eSpOClO anlmal nao sao signiflﬁatlvaq.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos em modelos de papel de filtro
econfirmam a correlagac entre a presenga do fon férrico e a ar-
gentofilia; além disso, revelam que ¢ possivel induzir argento
filie 2 proteinas purificadas e 4cidos graxos, através da liga
¢ao prévic, dessas substfincias, com o fon férrico. A argentofi
lia, induzida por esta téenica, & revelada quando se emprege a
"t8onice ecldssica” de impregnagao argdntica, que consiste  no
tratemento por solugao de "argento-diamine” seguido do redugao
por solugamo de formalina.

Admite-se que & solugao de "argento-dismina® ¢ rdis
pensavel, para que se efetue a impregnagﬁo arglntica & nno po-
de ser substituida por solugaes de s&i.s simples do prote, tal
como nitrato de prata (RIO HORTEGA, 1943). O emprdgo de solu-
¢a0 de nitreto de prata neo revela a argentofilia assim induzi
da, de acbrdo com nossos resultados. No entanto, se for efetig
do pré tratamento dos modelos de papel de filtro, ou dos cor-
tes de tecido, por solugao de um "ligente multidentado® (hexe-
metilenotetramina, ticcarbo-hidrazida, carbo-hidrazids),ou por
solugzo de omBnis, o emprégo de solugac de nitrato de pre
guido pelo tratamento com solugao de formalina, determina im-
pregnacao argintica. Bstes resultados revelam a importfncia ds
"igantes”, no que concerne a unifo entre o fon Ag*e o fon FoTT

Foi bem verificodo que a tiocarbo-hidrezida e outros
"ligantes multidentados®™, além de serem bons doadores de ecle-
trons, apresentam o propriedade do 1interligor dois metais
(HANKER & col., 1966), atuando comoé.ponte ds ligag2o. Secgundo
HANKER & col. (1964) e SELIGMAN & col. {1964, 1965) = tiocorbo
hidrezidea, da mesma forma que os outros 'ligantes multidentaddd
se uniries, através de um dos seus grupos hidrazida, ao metal
fixado 2o tecido, permenecendo livre o outro grupo hidrazida,
capaz de ligar-se & outro fon metdlico. Esfes fatos, que foram
observados em tecidos fixados pelo tetrdxido de dsmioc, parecem
ocorrer, tmmbém, om tecidos fixados pela formalina, assim como
em modelos de pepel de filtro fixndos ou nho. Nistes Ultimos @&
s0s, a presenga do ion férrico/tanto em tecidos, quanto em mo-
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delos de papel de filtro contendo proteinas purificadas,ou sds
de deidos graxos, derin ensejo a uniao de um dos grupos hidra-
zide do "ligente multidentado"; o outro grupo hidrazida perman-
neeeria livre ¢ seris capaz de unir-se zo fon Ag+, conforme o

seguinte esquema:

4+ -~ +
Ry~ | Fe H, N-NH - CS - NH - NH, Ag| % R,
‘é e =
Ag
yd
Ri- Fe=N-NH-COf-NH-N
~
Ag

Este hipdtese foi aventada para explicar ¢ mecanis—
mo de impregnscao argdntico peles téenicas rédpidas.

VArios srgumentos sto favordveis % esta hipétesejas
sim, por exemplo, SELIGMAN & col. (1966) verificaram que, en-
quanto o tiocarbo-hidrazida apresenta 2 propriedade de interli
gar dois metais, a tiosemicarbazida, dotada de apenas um grupo
hidrazide, nzo =presents 8sse efeito. Por outro lado, &stes mes
mos zutores, verificaram que a tiocarbo-hidrazids, 21lém do ds-
mio, pode liger-se, tombdm, a outros metnis, tais como: chumbo,
cobre,urfinio e zinco.

No que concerne 20 mecanismo da impregnacho argénti.
ca pelas téecnicas rdpides, nossos resultados revelem que a2 tigQ
carbo-hidrazids & eficaz, oo contririo da semicarbazida que &
inntive, Esses resultados sugerem semelhan¢a entre s impregna-
cho argBntica, pelas téenicas rédpidas, e o aumentc de contrast
de tecidos fixados e pelo tetrdxido de Ssmio, através do trata
mento por "ligante multidentado™ seguido do tratamento por so-
lugno de tetrdxido de Ssmio.

A18m disso, hé outros argumentos favoriveis o este
hipbtese. Dentre 2stes, destaca-se o efeito do pH sbbre a intn
sidade da impregnacoo argéntica. Quando se cfetua impregnecao
argdntica pela “"tdcnica cldssica”, o intensidade da impregnogw
sumentn com o aumento do pH. Quande a impregnagzac & afetusde a
través do emprdgo de umz solugco de "ligante, seguida pelo te
tamento por solugro de nitrato de prata, verifico-se comporta-
mento bastente semelhante;, no que diz respeito zo efeito do pH.
Estes resultados sugerem semelhenga, guanto 20 mecanismo de o~
¢coo, entre a "argento-diemine”™ e o “ligente"™ meis sal de prata
Sugere, tambdm, que 2 "argento-diamina® apresente condicso com
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pardvel b apresentada pelo fon Agtmeis "ligente". Isto permite
supor que © grupe "diamina" funcione como um "ligante". Corro-
bora com csta interpretagﬁo 0s resultados cbtidos quando a amg
nia & usada como "ligante", -
4 correlagro entre a presenga do fon férrico e a ar
gentofilia, e a possibilidade dessa argentofiliaz ser revelada,
tanto pela®técnica clédssica" de impregnagao argéntica, quanto
pelo tratamento por "ligante” manls sal de prata, pdde ser veri
ficande em cories histoldgicos e em modelos de papel de filtro.
¢ metoricl histoldgico permitiu cstimagao quantitative, efetua
d= histofotomdtricamente, A comparagac dos resultados quanti-
tativos revelou semelhanga entre a impregnagao argéntica, obti
da com & "tdcnica cldssica", e a cncontrada quando sc usa um'li
gante multidentado™ mais solugao de nitrato de prata. 4 compa-
ragao entre as linhas de regressao da intensidade da argentofi
1ia, sbbre a guantidede de {on férrico demonstridvel histoquimi
camente, mostra paralelismo cntre a linha de regressao obtida
pelo emprégo da "tdcnica cldssica" e as fornecidas pele téeni-
ca 4o tratemento por "ligante” meais sal de prata. Deve ser sa-
lientado, no entanto, gue ocorrem variagoes de grau, guanto =z
intensidade da impregnagac arglntica; csta veriagao parece de-
pender de propriedades inerentes ocos "ligantes" usedos,uma vez
quc a intensidade de impregnagao difere para cada "ligante™.
De acdbrdo com o que foi discutido, o mecanismo de I
pregnagac argdntica, pelas técnices répidas, parcce consistir
ne ligagao cntre o fon férrico, ou outro cation eventualmente
presente nos teeidos, ¢ o fon Agt, atravds da interposigao de

um "ligante multidentado®.
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CONCLUSAO

Atrovds do tratamento por sclugeo dz tioglicoeleto,
ou de oxzlato, com concentragoas erescentas, foi possivel pro
voecor diminuicaoc progressiva da intensidade da argentofilie,
em,gortés de figado ¢ bago, de reto e porco, passivel de  ser
sstimada histoquimicomente. O coeficicnte de regressco do in-
tonsidade dn argentofilia, s8bre o concentragno das solugoes
de tioglicolato (ou dc oxzmlato), foi tomeda como parfimetro 4o
cfeito d8sse tratemento. Em cortos dBsses mesmos Orgaos, sub-
metidos a Bssc mesmo trotamento, foram efetuades diverses reg
coes histoguimices, toendo sido estobelecidas os respectivas m
gressoes de intensidade das reagocs, sbbre o concantragao das
solugdes de tioglicolato (ou oxalato); os respectivos coefi-
cientes de regressno foram tomados como pardmetro.

L comparagho do coeficicnte de regressno de orgen-
tofilin com os cooficicntes obtidos para as reagdcs efetuadas
revelou o seguinte:

1~ A linhe de regressao da intcensidade de ergento-
filir nao apresents paralelismo com as linhas de regressao or
respondentes & reaqao do ferriciancto férrico, oo tratamento
velo reativo de Schiff, & recagio do PAS, X roagfo de  Millon,
% coloragao pzlo azul de toluldina o % coloragho pelo amarclo
de naftol S.

0. Pstos rosultados sugerem ausGneiz de corraelagao
ontre a argentofilia ¢ a presenga de grupos redutores {(5-H e
carbonila), de grupos l-2-glicélicos, assim como de alguns gn
pos reativos de protefnas (fenol; imidazolj earboxilico ).

3- A linha de regressho de intensidade da argento-
filie apresenta paralelismo com & da intensidade da reagac do
azul do Pridssia.

4~ Bste resultado revela corrclagac entre o argen-
tofilia ¢ o fon férrico presonte nos tecidos.

0 cmprégo de modelos de papel de filtro, além de
confirmar a correlagao entre = argentofilia ¢ a presenga 4o
{fon férrico, mostra cue:

5. A airzentofilia pode ser revelada tanto através



-53~

do empr8go da solugao de “argento-diamina, quanto do trata-
mento por solugac de um "ligante multidentado” seguido & tra-
tamento por solug§0 de nitrato de prata.

6- Bste resultado sugere que, na impregnagac argén

TR +
e o fon Ag , através da

tica, ocorra ligacgao entre o fon Pe
interposicao de um "ligante multidentado".
7- VArios argumentos sao favordveis a estz hipéte-
ses
a) A tiocarbo~hidrazida {"liganite multidentado™)

4
ao fon Agfeg

apresenta a propriedade de interligar o ion Fe
quanto que a semicarbazida ("“ligante monodentado™) nao apre-
senta essa propriedade.

b) A intensidade da impregnacao argdntica, pela
"téenica clédssica', aumenta progressivamente, com a elevacgao
do pH, o que tambédm ocorre quando a impregnagao é efetuada a-
través do tratamento por "ligante multidentado™ mais solugao
de nitrato de prata.

¢) Em cortes histoldgicos, tratados pelo tiogli
colato, as linhas de regressac deo intensidade da argentofilia,
obtidas através tanto da “"técnica clédssica"” quanto do trata-
mento por “"ligante® mais solugac de sal de pratas, sac parale-

las.
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