SINELI RITA STILVEIRA

Participacao de substancias de natureza lipidica
] ¥ b 0 il .
no processo de queratinizagao epidermica; estudo

histoquimico dos queratindcitos e do compartimento
extracelular.

Tese apresentada ac Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de
Campinas, como requisito ao Concurso

de Livre Docéncia em Histologia.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CaAMPINAS
1982



INTRODUCAC vvvvvvenrnoss

1 - Queratinizagao da célula epidérmica

-

3
4 -
5

MATLERIAL E METODOS

Relacao entre lipides e "queratinas" epid&rmicas
Lipides da svniderme ..

Metabolismo lipidico na epiderme

INDICE

----- L I R I T I ]

Influéncia de alteracgoes da lipogénese sobre a guera-

tinizac¢ao epidérmica

Comentarios sobre a metodologia empregada no estudo

da gueratinizacao epidérmica

.....................................

1l - Téenicas histoquimicads «eoveeeoenscanannnas et
1.1 - Técnica do negre de Sudan B . ... .ierreenrnnneans cee
1.2 -~ Técnica para lipides contendo colina .......... oo
1.3 - Técnica para demonstrar © ion PO43_..é ....... i
1.4 - Técnica para demonstrar o fon 80,7 el
1.5 = Técnica para demonstrar basofilia ......ceeuveennen .
1.6 — Técnicas para demonstrar substancias redutoras ....
1.6.1 — Reagao com o reativo de Schiff ........... ceaaeas
1.6.2 - Reagao do ferricianeto férrico ...........c..n ces
1.7 - Técnica para demonstrar substancias dotadas de g¢ru
POS 1,2-glicdlicO5 tiieieerveerncanoronnaoananns oo
1.8 -~ Técnica para demonstrar protelnas ..........cvuvu.-
1.8.1 - Reacao da aloxana-Schiff ..iiiviiverennvanssnnnons
1.8.2 -~ Reagao do DDD ..... e Ceneean .
1.9 - Técnica para demonstrar colesterol ...... Cee et
1.9.1 - Reagao do &acido peracético-azul de toluidina ....
1.9.2 - Reagao do acido peracético-Schiff ...........c....
1.9.3 ~ Técnica para discriminar o colesterol nao esteri
ficado dos ésteres do colesterol ............ R
1.9.4 - Teste de Schultz .......... Ceecuaneunue Cees st
1.10 - Tecnica para demenstrar vitamina D e 7-deidrocoles-
terol

------------------------------------ I L I A

m o~ P

11

15

20

23
24
24
24
25
25
26
26
26
26

26
27
27
27
27
27
28

28
29

29



1.10.1 - Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
NA savnsensannas v e s e

LI T I R TN T I T T I N R B R BB IR I ]

1,10.2 - Reagao do permanganato alcalino-Schiff ..

LI I A I

1.10.3 ~ Acao desmascarante de agentes hidroliticos .....
1.11 - Técnica para demonstrar tocoferol ...

L I R I N L Y

1.11.1 - Reagao do acido perférmico-azul de toluidina

1.11.2 - Reacao do acide perfdrmico-reative de Schiff ...
1.11.3 - Acgao inibidora da formalina-bicloreto de merca-

YiO s e iveoonvoneas

1.11.4 - Acgdc desmascarante de agentes hidroliticos .....

2 = PrE—tratamentos «ceseeessensossossnnasssansatssnnanas
2.1 - Ribonuclease ...e.viveananan Chv e ey
2.2 - Metilaglo .evionneeannann PP
2.3 - Solventes de lipides .......... PN
2.3.1 - Metanol-cloroflrmio ....iceveeinineneanas e

2.3.2 ~ Metanol-clorofdrmio~acido cloridrico ..evee....
2.4 — Hidrolisantes
2.4.1

2 ® 4 4 % ¥ % 4 B & & 4 & * 2 8 Y FE ST WS FTWEEEE .

Hidrolise pelo hidroxido de potassio ....

2.4.2 - Hidrdlise pelo &dcido performico ......

LI I I B T T

2.4.3 - Hidrdlise dos ésteres de colesterol .

L I

2.4.3.1 - Sclucdo de Acido sulfurico-acido acético

2.4.3.2 - Solugac de peridrol-amdnea ....seeeeeens cee e
2.4.3.3 - Solugac de carbonato-bicarbonato de potassio ..
2.5 = Inibidores ........c.0u.. .

2.5.1 - Bloqueio pela solucao de 2,4-dinitrofenii-hidrazi

na

.......................................

2.5.2 - Blogueio pela solugao de bicloreto de merciirio ..

RESULTADOS ..ot cniiannnnaens

1 - Detecgac histoquimica de lipides totais: coloragao pe
jo negro de Sudan .........

1.1 - Acao do metanol=-cloroformio ...

L A LR I R R R I

- Bgao do metanol-clorofdrmio-acido cloridrico

.3 - Acao do hidrdxido de potassio

LI R L I R e L]

4 - Acao do acido perfOrmico .....e.....

LI T R R L R I I I ]

5 - Sintese

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

2 - Deteccgao histoguimica de lipides contendo colina ....

2.1 - Acao do metanol-clorofdrmio ..

LR I L R B U B A ) Py

2.2 -~ Agao do metanol-clorofdrmio-acide cloridrico ......

-ii

29
30
31
31
31
32

32
32

33
33
33
33
33
33
34
34
34
34
35
35
35
35

36
36

37

37
38
38
39
39
40

41
42

42



2.3
2.4
2.5

3 -

3.1

3.3

[= B 5 BT TR S A

5 -

5.1 - Detecgac do colesterol nio esterificado
5.1‘

5.1,

3.1

5.1

5.1.

5.1

4 -~ Agao do metanol-clorofdrmio ...

1.2

1.3

1.5
5.1.

- Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio ......
— AGR0 Q0 Acido PErEOIMICO e vvrurereenenrneennesnnnes
- Sintese ..........

Detecgao histoguimica de substancias dotadas do fon
fosfato ......

-------- L I I I L R R R T T TR RN T TN I I

- Reagao para o ion fosfato, em cortes histoldgicos

previamente tratados pela ribonuclease

LI R B L R N I T I Y

Efeito do peridrol-amdnea sobre a reagdo para o ion
fosfato, em cortes histoldgicos previamente trata-
dos pela ribonuclease .......

------ L L I I A O R I I I T

Efeito da fixagdo pela formalina-bicloreto de merci
Yio seeeieovacnns

L R R I L I R R N R R A A N R ]

LI I L L I R I I O B B R N B

5 - Agao do metanol-cloroférmio-dcido cloridrico ......
6 - Agac da hidrdlise pelo hidrdxido de potissio

7 = SIntese cieviesanens

L I I I L L I T I I

Detecgao histoquimica de substancias basdfilas pelo
azul de toluidina, em PH 0,3 ..ot nreenesoeeesssnsa
- AGA0 da ribonuCleaSe ..veveirievrrrnnnacanonvosnsnns
- Agao da metilagad .......

-------- LT R N B 2 R R I S R

- Agao do metanol-clorofdrmio
- Agao do metanol-cloroférmio-&dcido cloridrico
- Acao da hidrdlise pelo hidrdxido de potassio

- SIintese .avivee...

LI RN A |
LI T T I Y

[ I I L L R I R R

Detecgao histoquimica do colesterol

L A R

T ALYy
L. - Reagao do acido peracético-azul de toluidina
1.1

Reagdo do fcido peracdtico-azul de toluidina,
em cortes histoldgicos previamente tratados pe
la ribonuclease

1

Reagac do acido peracético-azul de toluidina,

em cortes histoldgicos previamente submetidos
a metilagao

Acao da fixagdo pela formalina~bicloreto de
mercirio ........

--------- L L L I I T I T I I R Y

1.4 - Agao do metanol-cloroférmio

Ag¢ao do metanol-clorofdrmio-fcido cloridrico

1.6 - Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio .

1

iii

pag.

43
43
43

44

44

45

45
45
45
45
46

47
47
47
48
48
48
48

49

49
49

49

50

50
50

51



5.1.1.7 - Sintese ....

----- LA L R I O I L T T R R T S S,

5.1.2 - Reagao do acido peracético-Schiff, em cortes his

5.2.2

5.2.7
5.3 -

toldgicos sucessivamente tratados pela ribonuclea
se e pela 2,4-dinitrofenil~hidrazina ............

Detecgao do colesterol total (colesterol e @&steres

do colesterol) .....

Reagao do &cido peracético-azul de toluidina,apds
hidrblise pelo &cido sulfirico~icido acético, em
cortes histoldgicos previamente tratados pela ri-
bonuclease .......
Reagao do acido peracético-azul de toluidina, apds
hidrdlise pelo acido sulfiirico-acido acético, em
cortes histolOogicos previamente submetidos 3 me-
£1il8CA0 coveenanisacann
Rea¢ao do acido peracético-azul de toluidina, apds
hidrdlise pelo peridrol-amonea, em cortes histold
gicos previamente tratados pela ribonmuclease .,.
Reagao do acido peracético-azul de toluidina, apfs
hidrdlise pelo peridrcl-aménea, em cortes histold
gicos previamente submetidos a metilagao .......
Reacao do &cido peracético-azul de toluidina, apds
hidrélise pelo carbonato=-bicarbonato de potéssio,
em cortes histolOgicos previamente tratados pela
ribonuclease

Reagao do acido peracé&tico-azul de toluidina, apds
hidrdlise pelo carbonato-bicarbonato de potdssio,
em cortes histoldgicos previamente submetidos a
metilagao ..........

LI T N I I I I )

Sintese ..... .

Deteccac do colesterol total pelo teste de Schultz.

6 ~ Detecc¢ao histoquimica da vitamina D e do 7~deidroco-

lestercl .......... .

6.1 -~ Reacac do permanganato alcalino-azul de toluidina

6.1.1 - Reacao do permanganato alcalino-azul de toluidie=

na, em cortes histoldgicos previamente tratados pe
la ribonuclease ...vvsvnusn

LI I I B I N T B A I I I A I

6.1.2 - Reacac do permanganato alcalino-azul de toluidi-

na, em cortes histoldgicos submetidos & metilacao

6.1.3 - Agao da fixagado pela formalina-bicloreto de mexr

1

iv

pag-.
51

52

53

53

o4

55

55

56

56

56
57

58
58

59

60



6.1.4
6.1.5
6.1.6
6.1.7
6.1.8
6.2 -

6.3.2

6.3.3
6.3.4

6.3.6
6.3.7

6.3.8

- Agao do metanol-cloroférmio .

* B AN P oEOEE O F T e N Aoy

- Agao do metanol-clorofdrmio-dcido cloridrico

- Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio ....
- Agao do acido perfdrmico ..........

_Sintese LI A O R T T T S Ry

LI L R R I I L I O I T O A T T T T

Reacao do permanganato alcalino-Schiff, em  cortes

histoldégicos previamente tratados pela 2,4-dinitro-
fenil-hidrazina ......

------- L R T R T O O S

Efeito de agentes hidroliticos sobre a reacic do

permanganato alcalino-azul de toluidina .

LI L R B I )

- Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi~
na, apos hidrolise pelo acido sulflrico-icido acé
tico, em cortes histoldgicos previamente tratados
pela ribonuclease ......,.......

LI I I R I I Y L T T R N A )

- Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na, apds hidrdlise pelo &cido sulfirico-icido acé
tico, em cortes histoldgicos previamente submeti-
dos 4 metilagao .......

- S5intese ......

L L I I I I T O T T T T T T S SN S SR

- Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na, apds hidrblise pelo peridrol-amdnea, em cor-
tes histolbgicos previamente tratados pela ribonu
clease .....vviun ‘e

----- LI L L R R I I I R I T R )

- Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na, apdés hidrdlise pelo peridrocl-aménea, em cor-

tes histoldgicos previamente submetidos & metila

2= B

LI L

- Sintese ...ivue..

L I T T T R LI )

~ Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na, ap6s hidr8lise pelo carbonato-blcarbonato de
potassio, em cortes histoldgicos previamente tra-
tados pela ribonuclease ...

LR R R I N e I I A A ]

- Reagao do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na, apds hidrdlise peloc carbonato-bicarbonato de
potéssio, em cortes histolBgicos previamente sub
metidos & metilagao ..........

LR 2 L R I R I R S

-~ Sintese ......

A R N L E R EEE ]

62

63

63

64
64

65

65
65

66

66
67



7 - Detecgao histogquimica do tocoferol ....cviverierennees
7.1 - Reacao do Acido perférmico-azul de toluidina ......
7.1.1 - Reagao do acido perfdrmico~azul de toluidina, em

7.1.4

7.1.6

7.1.7

cortes histoldgicos previamente tratados pela ri-
bonuclease .....s0e.

4 % & 3 & s s &8s m oA LI R A I Y

Reagao do acido performico-azul de toluidina, em
cortes histoldgicos submetidos & metilagao ......
Acdo da fixagado pela formalina-bicloreto de merci
rio sobre a reagao do acido perfbrmico-azul de to
lJuidina svcecevcocavanas

Acdo do metanol-clorofdérmio sobre a reagac do aci
do performico-azul de toluidina ....ovvvivvacenns
Agaco do metanol-cloroférmio-acido cloridrico so
bre a reagao do acido perfdrmico-azul de toluidi
N& +vovsonnnannns Cene s
Acao do hidrdoxido de potdssio sobre a reagao do
dcido performico-azul de toluidina ...vevveu..
Acdo da hidrdlise pelo peridrol-amdnea sobre a
reacao do acido performico-azul de toluidina, em
cortes histolOgicos previamente tratados pela ri-
bonuclease ........ e
Acao da hidrdlise pelo peridrol-amOnea sobre a
reagao do acido perfdrmico-azul de tcluidina, em

cortes histoldgicos previamente submetidos & meti

Reacao do &cido perfdrmico-Schiff, em cortes histo

10gicos previamente tratados pela 2,4-dinitrofenil-

hidrazind ..:seacenrwrs

Acao da fixagao pela formalina-bicloreto de merci
rio sobre a reagac doc &cido performico-schiff, em
cortes histoldgicos previamente tratados pela
2,4-dinitrofenil-hidrazina
Acdo do metanol-clorofbrmio sobre a reagao do aci
do perfirmico=Schiff ,oiiiiiiinansronnnnnsesvvens
Acao do metancl-clorofdrmio-acido cloridrico so=
bre a reagao do &acido performico-Schiff .........
Acao da hidrdlise pelo hidrdxido de potassioc so-
bre a reacao do acido perfdérmico-Schiff, em cor-
tes histoldgicos previamente tratados pela 2,4-di

nitrefenil~hidrazina .....

L A B L I L T T I T T O T I I T I

vi

Pag.

67
67

67

68

68

68

69

69

70

71

71

71

71

72

72



vii

7.2.5 - Agao do peridrol-amdnea sobre a reagac do Aacido
performico-Schiff, em cortes histoldgicos previa-
mente tratados pela 2,4-dinitrofenil-hidrazina .. 72

7.3 — 8InteSe vuvireroonannans et e e ras e vy 73

8 - Detecgao histoquimica de grupos redutores ........... 73
8.1 - Reacao 4o ferricianeto férrico ........ e 73
8.1.1 - Agao do bicloreto de merclirio c..cvvevveeernnenn. 74

8.1.1.1 - Agao da fixagao pela formalina-bicloreto de mer
clrio veeevononn

------------- LR . B U N I I I 74

8.1.1.2 - Acaoc do bicloreto de merclirio, em cortes histo

16gicos de pele fixada em formalina-calcio .... 74

.2 - Agao do metanol-clorofirmic .....vio.. Y &

.3 - Agao do metanol-clorofdrmio-acido cloridrico .... 75

.4 - Acao da hidrSlise pelo hidrdxido de potassio .... 76

.5 - Acao do Acido perfbrmico ......... e
1.6 - SIintese c.iiiiiieiiniieiane s ceeean e 17
8.2 - Reatividade ao reativo de Schiff ..... e ‘oo 18
9 - Detecgao histoquimica de material PAS reativo ....... 79
1 - Agzo da amilase e da diastase do malte ............ 79

9.2 - Agao da fixacao pela formalina-bicloreto de merci-

8 1 T Ceaaeraee s . 80

9.3 - Acgao do metanol-cloroférmioc ...... Ceeaaas e 80
9.4 - Agao do metanol-clorofdrmio-acido cloridrico ...... 80
.5 - A¢ao da hidrdlise pelo hidrdxido de potissio ...... 80

6 s SInteSG uuuuuu * o oa b ow

L LT B I R I O LN BT TR I T I T R N B S 8]-

10 - Detecgao histoguimica de substédncias dotadas do Ion

sulfato ... a..n. T P - V4
11 - Detecgao histoguimica de protelnas .......cevvvvee.. 83
11.1 - Reacac da aloxana-Schiff ... iiveinneennennnnannn 83
11.1.1 - Agao do metanol-clorofdrmio .....eeeeveevnsoeanss 83
11.1.2 - Agao do metanol-clorofdérmio-acido cloridrico ... 83

11.1.3 - Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio ... 84

11.1.4 - Agac do acido perférmico ....... P - 1
11.2 - Reaga® do DDD veveervnnennn. P -1
11.2.1 - Agao do metanol-clorofirmio ..v.....cvvvvssssese. 85
11.2.2 - Agao do metanol-clorofdrmioracido cloridrico ,.. 85
11.2.3 - Agao do Acido perfOrmico «...vsvieecesrroeoansss 86
11.2.4 -~

Reagao do DDD em cortes histolbaicos previamente



tratados pelo tioglicolato de sédio ...
11.2.5 - Sintese ..... S

P L O I T I T I T B R DL L L B

12 - Documentacao fotomicrografica

PR I T I | 4 % & B E BB S S AR S

DISCUSSAD ....... e e

5 % 0 & N O ® % # B G N & B S oS W B Y & O &4 FFE Ry

1 - Lipides epidérmicos demonstrados pelo negro de Sudan.
2 - Lipides contendo colina presentes na epiderme .......
3 - Lipides contendo Ion fosfato presentes na epiderme ..
4 - Relagdo entre o material sudan6filo e os lipides dota

dos de colina e fosfato, presentes na epiderme
5 - Substancias PAS positivas presentes na epiderme ,....

6 - Colestercl e &steres do colesterol presentes na epi~

AOTIME v v vecvasacocansssvnnaosansnns Cesasedaesaeenryoe
7 - Vitamina D presente na eplderme ......irveecrirsraeen
8 - Tocoferol presente na epiderme «..ccievencnntssvasens
9 - Material ferricianeto férrico positivo presente na
epiderme ..... e e aas

4 & W o % 4 & + W W OB F 4O 8 WY gANA AN NN

10 - Material de natureza protéica presente na epiderme .
11 - Sintese sobre a correlacao entre os lipides intraepi

IS R N N R I B N N B L L

ddrmicos e a gueratinizagao

RESUMO E CONCLUSOES

------ [ T L T I LT T T T T I T R L L SR B L B |

REFERBNCTAS BIBLTOGRAFICAS ...

I BN R T A N R I N N T I L N L N

viil

pag.
86
87

89
107
108
113

116

119
128

134
144

149

151
156

158
170

176



INTRODUGCAO

A queratinizacao epidérmica, também chamada corneifi
cagao, tem sido definida como o processo gue abrange uma sé
rie de modificacoes morfoldgicas e bioquimicas, progressivas,
sofridas pelas cé@lulas epiteliais viaveis e metabolicamente a
tivas, que culminam com a total diferenciagao celular; a fina
lidade desSte processo & constituir a camada cdrnea. Admite-se
que a transformagéo de proteinas, sintetizadas no citoplasma
dos queratindcitos, constitua importante evento no processo de
queratinizacao da epiderme; de acordo com este canceito, FARBMAN
(1966) definiu a queratinizagcao como um processo miltiplo que
termina com a sintese intracelular de proteina fibrosa e inso
livel: a "queratina'.

Existe uma série de outras definicoes do processo de
queratinizagao; porém, todas elas correlacionam este processo
com a sintese da "queratina", ou seja, de uma proteina fibrosa
especial. A tendeéncia geral &, portanto, excluir da queratini

zacao a participacdc de substa@ncias de natureza nao protéica.
1 - Queratinizacao da célula epidérmica

NO processo de queratinizagéo epidérmica, em concoml
tincia com a sintese da "queratina" ocorrem diversos outros e-
ventos gerais que determinam a proliferacao, a migracao, a di
ferenciagac e a descamagao dos gqueratindcitos. Estes eventos
se processam simultaneamente, pois os queratindcitos em dife
renciacdao migram ordenadamente para a superficie cutldnea e
descamam.

Para gque o equilibrio morfofisiologico seja  mantido,
no interior da epiderme, as células descamadas sao  substitul
das por outras provenientes da proliferacao das mais profun
das gue, em seguida, se diferenciam. Desta forma, deis fené'

menos destacam~se no processo de gueratinizagao epidérmica: a



proliferacao e a diferenciacdoc celular. Esta filtima & a que
mais particularmente nos interessa, por estar diretamente rela
cionada com a formagao da "queratina".

Devido a sequéncia de eventos morfoldgicos, fisioldgi
cos e bioguimicos, que ocorrem durante a diferenciacac celulay
gquatro tipos principais de queratindcitcs sao considerados na
epiderme, gquais sejam: basais, espinhosos, granulosos e dJuera
tinizados, ou corneificados. Dentre estes tipcos, os dois pri
meiros estao mais relacionados com a proliferagao celular, en
quanto nos Ultimos ocorrem as mais importantes etapas da dife
renciacac. Deve ser salientado que as substdncias contidas nas
células gueratinizadas sao sintetizadas nos queratinbcitos das
camadas profundas da epiderme, pols conforme foi demonstrado,
através do emprego de aminodcidos radiocativos, a camada cérnea
& incapaz de sintetizar proteinas (FUKUYAMA et alii., 1965;
GUMUCIO et aql%i., 1967; FUKUYAMA & EPSTEIN, 1568}, ‘

Admite-se que a diferenciagao celular do gueratinodcito
epidérmico ocorra precocemente e seja simultanea com a sintese
de uma proteina fibrosa, que se apresenta sob a forma de f£ila
mentos, denominados tonofilamentos, ou tonofibrilas; esta sin
tese tem inicic nas c@lulas mais profundas da epiderme. Os to
ncefilamentos foram relacionados com o processc de queratini-
zagao desde UNNA & GOLODETZ (1903); essa correlagac foi corro
borada por outros autores (BRANCA, 1907; FIRKET, 1911; UNNA &
SCHUMACHER, 1925; ROTHMAN & SCHAAF, 1929; KING, 1950) e ampla
mente confirmada posteriormente.

A comparagéo morfoldgica entre os tonofilamentcs e 0S
filamentos de "gqueratina", situados nas células queratinizadas
da camada cornea, foli efetuada, minuciosamente, através da mi-
croscopia eletrdnica (BRODY, 1959a, b, 1960a, b), tendo sido
demonstrada grande semelhanca entre ambos. A semelhancga foi
reforcada pelos resultados do espectro de difracac dos raios
X, que se apresenta caracteristico e identico nos tonofilamen
tos e nos filamentos de "queratina" (MERCER, 1949; GIROUD &
LEBLOND, 1951; RUDALL, 1952); foi também confirmada através do
isolamento de uma proteina fibrosa da epiderme (pré-queratina),
gue possul as caracteristicas morfoldgicas e espectrais da pro
teina dos tonofilamentos e da "gqueratina' da . camada cdrnea
(RUDALL, 1952; CARRUTHERS e% aliz., 1957; CROUNSE, 1963;
MATOLTSY, 1964a, b, 1965). Além disso, foi verificado que a

composigac de aminodcidos e a estrutura molecular da pré-quera



tina e da "queratina" sac muite semelhantes, sendo ambas
constituidas por polipeptideos com disposigio a~helicoidal,
que apresentam propriedades eletroforéticas semelhantes (BADEN
& BONAR, 1968; BADEN & GOLDSMITH, 1972; BADEN et alit., 1973;
STERN et alzii., 1973; LEE et alii., 1975). Todavia, a identida
de entre a pré-queratina e a "gueratina" somente foi demonstra
da através da imuno-histoquimica, com o emprego de derivados
S=carboximetilados da "queratina" (SHIMIZU et ali<Z., 1974); por
meio desta técnica, foi verificada a identidade imunoldgica en
tre ambas. LEE et ali¢. (1976), empregando protelnas desnatu
radas, confirmaram essa identidade, inclusive atraves da imuno
fluoresceéncia, o gque também foi confirmado por DALE et alit.
(1976) , nas proteinas iscladas da epiderme do rato,

Embora imunologicamente identicas, a pré-queratina e a
"queratina" sao diferentes quanto a solubilidade; enquanto a
primeira & facilmente sollivel { RUDALL, 1952; MATOLTSY, 1964a, b},
a "queratina" da camada cdrnea & muito resistente aos  solven
tes (FRATER, 1968; BADEN et alit., 1971; TEZUKA & FREEDBERG,
1972b). Admitiu-se gue esta diferenca decorria da interacgao,
na camada cbrnea, da proteina fibrosa com proteinas nio fibro
sas, pols das células queratinizadas, além de proteinas fibro
sas, foram extraidas proteinas naoc fibrosas com alto teor de
enxofre (RUDALL, 1952; MATOLTSY, 1965), gue podem associar-se
com as fibrosas, modificando suas propriedades (BRODY, 1959b,
1964; ZELICKSON, 1961). Existem evidéencias morfoldgicas que su
gerem a presenca de, pelo menos, dols tipes de proteinas nas
celulas corneas, sendo um tipo fibroso e o -outro amcrfo,
BIRBECK & MERCER (1957}, BRODY {1959a) e ROGERS {1959) iden-
tificaram, nestas células, ao nivel da microscopia eletrdnica,
estruturas filamentosas (constituidas por proteina fibrosa) in
tercaladas com a matriz protéica amorfa.

BRODY (1959a) e MERCER (1961) admitiram que a proteina
nac fibrosa da c&lula cornea, gue constitui a matriz interfila
mentosa, seria proveniente dos granulos de queratoialina, Esta
suposicao baseocu~se, inicialmente, em dados morfoldgicos e es
truturais (BRODY, 1959%a)}, bicquimicos e histoquimicos ( FUKUYAMA
et alii., 1965, 1968; TEZUKA & FREEDBERG, 1972a; TEZUKA, 1975,
1976) ., Além disso, o isolamento de peptideos, contidos na
substancia amorfa interfilamentosa da camada cOrnea, que apre
sentam grande semelhanca com os peptideos dos granulos de que

ratoialina (MATOLTSY, 1975), constituiu novo argumento em fa



vor da hipdtese que considera a matriz interfilamentosa, da cé
lula cOrnea, como oriunda dos grianulos de queratoialina.

Novas tentativas de confirmagao dessa hipGtese foram e
fetvuadas. DALE & STERN {1975a, b) compararam extratos prove
nientes dos granulos de queratoialina com o material extraido,
atraves do emprego de uréia e mercaptoetanol, da matriz inter
filamentosa da célula queratinizada; apds os extratos terem si
do submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, a compa
ragao, efetuada entre ambos, mostrou que os peptidecs da quera
toialina estao presentes também na camada cOrnea. Estes resul
tados sugeriam grande semelhanga entre os constituintes protéi
cos da gueratoialina e 0s da matriz interfilamentosa da celula
cOrnea.

Por outro lado, também em apoio a essa hipdtese, foi
demonstrado gue aminodcidos "tritiadod' sdo incorporados - pelas
celulas da camada granulosa e, apbs varias horas, as protelinas
radiocativas sao encontradas na matriz interfilamentosa da célu
la cbrnea (FUKUYAMA & EPSTEIN, 1966), indicando correlagdo en
tre esses dois elementos. Em prosseguimento, foi demonstrado
que as células cOrneas contém uma proteina rica em histidina e
arginina, situada na matriz interfilamentosa, gue fol denomina
da proteina basica da camada cOrnea (DALE, 1977), ou proteina<2
rica em histidina (BALL et ali?., 1978). Devido & semelhanga,
quantc a composigaoc quimica, foi sugerido que essa proteina
derivasse de um precursor presente na queratcialina (DALE &
LING, 1977); tentou-se demonstrar essa hipOtese através da imu
nogquimica.

Com esta finalidade, DALE & LING (1979) prepararam imu
nossoro contra a protelna basica da camada cSrnea, o qual foi
conjugado com peroxidase; este soro reagiu positivamente com
os granulos de queratoialina e com a proteina interfilamentosa
das células da camada cOrnea; a reacdo era especifica, revelan
do identidade imunoldgica entre ambos. Baseado nesses resulta
dos, foi admitido gue um precursor, localizado nos gréanulos de
gueratoialina, se converte na proteina basica da camada cOr-
nea, quando os granulos de queratoialina se desfazem e a célu
la granulcsa se transforma na célula cbrnea,

De acordo com o gque fol assinalado, parece bem demons
trado que os dols componentes que caracterizam a cé&lula quera
tinizada e que constituem o padrao estrutural da "gueratina" da
camada cdrnea (BRODY, 195%a, b, 1860a, b; AIBRIGHT & LISTGARTEN,



1962; GIBBINS, 19462; RHODIN & REITH, 1962; ZELICKSON, 1963;
LISTGARTEN, 1964), sac de natureza protéica e derivam de pro
teinas sintetizadas nas cé&lulas das camadas profundas da epi
derme. Desses componentes, o fibroso contém polipeptideos imu-
nologicamente idénticos aos dos tonofilamentos; por outro la-
do, a matriz amorfa & constituida por polipeptideos imunologi
camente idénticos aos dos gradnulos de queratoialina.

No entanto, cumpre salientar que as cé&lulas queratini
zadas, ou cdrneas, além desses componentes de situagéo intrace
lular e que constituem o seu citoplasma ; @presentam-se envol
vidas por membrana celular espessada que, por tambem partici
par das fungoes desempenhadas por estas células, deve ser devi
damente considerada (MATOLTSY.& BALSAMO, 1955: MATOLTSY, 1958;
BRODY, 1%59a, b, 1960b; MATOLTSY & PARAKKAL, 1965, 1967); a
membrana celular espessada constitui consequéncia da diferen
clagao celular, que ocorre durante o processo de queratiniza
¢ao. A membrana espessada apresenta-se muito resistente aos a-
gentes quimicos e, por isso, admitiu~se que tambem contenha
"queratina" (UNNA, 1913; CHAMPETIER & LITVAC, 1939),

A membrana celular espessada, que estd presente em toe
das as células da camada cdrnea (FARQUHAR &  PALADE, 1965;
FARBMAN, 1966; BRODY, 1966, 1968, 1969; HASHIMOTO, 1969; RAKNERUD ,
1974), & constituida por uma faixa interna, proveniente do c¢i
toplasma e ligeiramente mais eletrodensa do que ele (BRODY,
195%a, 1969; GRUBB et glii,, 1968; RAKNERUD, 1973, chamada
faixa marginal (HASHIMOTO, 1969, 1970, 1971a), e por um reves
timento, formado pela membrana plasmiatica propriamente dita. O
conjunto apresenta cerca de 170 A° de espessura, en média
(BRODY, 1969); .a espessura & maior, atingindo 140 a 180 AO, na
face superficial da célula cbrnea e menor em sua face profurda,
onde atinge 100 A° (MARTINEZ & PETERS, 1971). A membrana espes
sada & resistente ao tratamento por solugdo de hidrdxido de sd
dio 0,1 N e apresenta maior teor de enxofre do gue oS filamen
tos de "gueratina" e a matriz amorfa interfilamentosa (FARBMAN,
1966) , situados no interior da c€lula; ao contririo, & digeri
da pela agao de proteases, conforme foi verificado atraves da
microscopia eletrfnica (WOLFF & SCHREINER, 1971).

A comparagac das propriedades da membrana espessada
com as do citoplasma da cé&lula gueratinizada mostra diferencas

que devem refletir desigualdade de composicaoc quimica, de cada



um destes componentes. Com base nestas diferengas foram identi
ficados, a partir do trabalho de UNNA & GOLODETZ (1909), dois
tipos de “queratina" na epiderme: a "queratina A", insoltvel
em acido nitrico e &cido sulffirico contendo perdxido de hidro
génio, a qual esta situada na membrana espessada; a "queratina
B", sollvel nestes reagentes e localizada no interior da célu
la coOrnea. CHAMPETIER & LITVAC (1939) verificaram que a "quera
tina", localizada no interior da cdlula queratinizada da cama-
da cOrnea e que apresenta anisotropia, alem de caracteristico
espectro de difragao dos raios X, & extraida por solugdo de
hidrdxido de potissio a 2%; esta substincia fol denominada o+
queratina. Ao contrario, a "queratina" da membrana espessada
{que corresponde & "queratina A") nioc & extralda por esse tra-
tamento, se apresenta isotrdpica e com espectro de difragao
dos ralos X muito diferente do correspondente ao da a-querati
na.

Embora levando em consideracao as diferencas assinala
das nas "queratinas" epidérmicas, admite-se que estas substan
cias, ndo obstante heterogéneas quanto i composigdo  quimica,
sejam de natureza protéica e se caracterizem pelo espectro de
difragao dos raios X (BRADBURY, 1973). Deve ser salientado, en
tretanto, que o termo "queratina" ac mesmo tempo que tem sido
usado para designar a proteina fibrosa da 13, cuja natureza e
cuja composi¢dc quimica sdo bem conhecidas (SCHURTNGA et alit,,
1352; ALEXANDER & HUDSON, 1954), também tem sideo utilizado para
identificar o produto responsavel pela grande resistancia da
camada cOrnea da epiderme aos agentes fisicos e quimicos, cuja
composigao € pouce conhecida. S30 muito grandes, no  entanto,
as diferengas entre estes dois tipos de "queratina". Por outro
lado, a "queratina" da epiderme difere da dos pélos pela pro
porgao de alguns aminoicidos, pelas dimensSes da molécula e
pelo seu comportamento eletrofordtico (CREWTHER et alii., 1965 ;
BADEN, 1970; PARRISH et ali<., 1972): além disso, a "gquerati
na" dos pélos apresenta maior teor de cistina e prolina (WARD
& LUNDGREN, 1954; CREWTHER et alii., 1968); a protelna insolfi-
vel da camada cOrnea ("gueratina") contém apenas 2,3 a 3,8% de
cistina e 2,0% de enxofre, enquanto que a "queratina" do pelo
apresenta 17,0% de cistina e 5,0% de enxofre (WARD & LUNDGREN,
1954) . ASTBURY (1942) havia verificado a presenga de 15,0% de
cistina no cabelo, pProporgac esta muito superior 3 do conteiido
de cistina da camada cdrnea (MATOLTSY, 1958),



De acordo com esses dados, os pélos e a camada c&rnea
conteriam ™gueratinas” diferentes entre si; porem, todas elas
seriam, conforme ¢ conceito predominante, de natureza protéi
ca. Todavia,a analise quimica mostrou gque membranas espessa
das, isoladas das células gueratinizadas gda epiderme, sao cons
tituidas por 66,0% de proteinas, 33,0% de lipides e 1,0% de
glicides (MATOLTSY & PARAKKAL, 1967). De acordo com esses re-
sultados, . a membrana celular espessada, embora seja predominan
temente protéica, contém razoavel proporcdo de lipides, sendo
este 0 Unico componente da célula cBrnea que se admite conter
lipides; os dois outros componentes, isto &, as fibrilas de
"queratina" e a matriz interfilamentosa, que constituemamaior
parte da célula queratinizada, admite~se serem de natureza Pro
téica. Convém salientar, no entanto, que MATOLTSY (1958) admi
tira a presenca de lipides associados com a "queratina", na ma
triz interfilamentosa da célula cdrnea.

Resultados quimicos, anteriormente obtidos, mostravam
diferengas entre a "queratina" dos pélos e a da epiderme; as-
sim, a "queratina" da la apresentava~se destituida de 1lipides
(SCHURINGA et ali<., 1952; ALEXANDER & HUDSON, 1954), ao con-
trario da "queratina" epidérmica.

Os resultados assinalados indicam que a "queratina"
epidérmica difere de outros tipos de "queratina", além de su-
gerir que as proteinas, nela contidas, se interrelacicnem com

lipides. Este assunto deve ser analisado pormenorizadamente,
2 - Relagao entre lipides e "queratinas” epidérmicas

Embora admita-se que do processo de queratinizagﬁogﬁ;
ticipem apenas proteinas, existem diversos fatos e argumentos
gque sao favoraveis a coparticipagao de lipides. Assim, a anali
se guimica revelou proporgao relativamente alta de lipides, na
epiderme, a gual contém 5,25 mg de lipides por mg de nitrogenio
(WICKS & SUNTZEFF, 1942): os lipides constituem 10,0 a '15,0%
do peso seco da epiderme (WHEATLEY, 1965; OHKIDO et aliz.,
1974); foi verificado, também, gue a proporgio de lipides e de
proteinas da "queratina" & aproximadamente equivalente, na epi
derme do camundongo (WICKS & SUNTZEFF, 1942).

A presenga de lipides,associados com proteinas,na "que
ratina" foi, além disso, deduzida através dos resultados da ai
fragao dos raios X (SWANBECK, 1959; SWANBECK & THYRESSON, 1962 ;



FRASER et aliZ., 1963); esses resultados sugeriam a ocorréncia

de um componente lipidico na "queratina"; foi mesmo deduzida
a existéncia de um complexo lipoprotdico na "queratina" da epi
derme normal humana (HOLMES, 1961);: esse complexo, isolado  da
pele, continha 30,0% de acidos graxos, que se apresentavam 1i

gados ds proteinas através do aminogrupo da lisina.

O espectrograma dos raios X, da "queratina", permite
supor que delgada pelicula de fosfolipides esteja recobrindo as
fibrilas proteéicas (SWANBECK, 1959), FRASER et aliz. (1963)

verificaram que o espectro de difragdo dos raios X da "querati
na" & compativel com a presenca de cristais lipidicos; por es-
se motivo, consideraram que os lipides a principioc se apresen-
tavam estruturados em lamelas, as quais iniciavam a  formagdo
dos cristais lipidicos.

Por outro lado, através do espectro de difracio dos
raios X, mostrou-se gue a "queratina" da epiderme apresenta di
ferencas em relagao a “queratina" dos pélos; na primeira, ocorre
uma reflexao adicional caracteristica, de 4,15 AO, que nao &
verificada na "queratina" dos pélos. Esta reflexdo & provenien
te da presenga de um lipide, gue integra a molécula da "quera-
tina" epidérmica (CREWTHER et alii,, 1965: BADEN, 1970; PARRISH
et alzi., 1972). O lipide parece dispor-se com orientagao per
pendicular, em relagac a proteina fibrosa (BADEN & MADERSON,
1970) . Admite-se que o lipide se incorpore i proteina, duran-
te o processo de queratinizagao da epiderme (GOLDSMITH & BADEN,
1970) .

Resultados bioguimicos saoc também favoriveis 3 ocorrén
cia de modificac¢Oes na pré-queratina, durante o processo de
queratinizagao. Assim, LITVAC (1940) verificara que as tonofi-
brilas sofrem processo de amadurecimento durante a queratiniza
¢ao, tornando-se resistentes a ac3o das proteases, o que suge
re a formagac de complexos protdicos.

De acordo com o que foi sumariade, os resultados das
dosagens quimicas, efetuadas em extratos da epiderme, assim co
mo a interpretacdo dos espectrogramas da difracdo dos raios X,
sugerem que a "queratina" epidérmica nao seja de natureza pura

mente proteica, parecendo conter um componente lipidico,
3 -~ Lipides da epiderme

Nos gueratindcites, da mesma maneira gque em todas as



¢células, existem lipides e substancias lipossoliveis que atuam
como entidades estruturais ou como reserva de energia. A princi
pal entidade estrutural & constituida pelas citomembranas, que
contém esterdis, fosfolipides e esfingolipides, sendo responsa
vels pela delimitagao dos compartimentos celulares. Os lipides,
gque integram as citomembranas, ocorrem em proporgao aproximada
mente constante em todas as células.

Na epiderme, admite-se que os lipides estruturais se~
jam liberados nas fases finais do processo de queratinizacdo
(lipofanercse), apds a destruicado dos orginulos celulares. Es-
ta hipdtese foi aventada com base em resultados histoquimicos
obtidos por RANVIER (1898), o qual assinalou a presenga de ape
nas pequenos granulos sudandfilos, nos queratindcitos das ca-
madas basal e espinhosa da epiderme de mamiferos, em contras
te com a intensa sudanofilia difusa verificada na camada cdr-
nea. Esta aparente maior proporcac de lipides na camada cbrnea
foi relacionada com a lipofanercse, gue ocorre no . final do
processo de gueratinizagao. A eventual presenca de outros lipi
des nas células cOrneas, além daqueles liberados através da 1i
pofanerose, nac foi cogitada.

No caso particular da epiderme existem, ainda, dois ou
tros tipos de lipides; um deles & proveniente da secregio glan
dular, pois tanto as glandulas sebiceas quanto as sudoriparas
secretam material lipidico, gque faz parte do filme lipidico cu
taneo e pode impregnar as células epidérmicas = (MICKELSEN &
KEYS, 1943). O outro tipo & constituido por lipides e substan
cias lipossoliveis, sintetizados pelos queratindcitos e que
permanecem em seu interior durante a evolugao do processc de
queratinizacao. '

O emprego de técnicas histoquimicas permitiu demons
trar que os lipides, na epiderme, se apresentam sob formas di
versas, nas varias espécies animais. Assim, na epiderme dos ma
miferos goticulas lipidicas s3o observadas somente em circuns
téncias anormais (HANUSOVA, 1960; MARTINEZ, 1972), enguanto
que na epiderme de aves numerosas goticulas de lipides ocor-
rem normalmente (PARAKKAL & MATOLTSY, 1968; MATOLTSY, 1969;
FREINKEL, 1972a, b).

Grande parte do material sudandofilo da epiderme dos
mamiferos nac parece provir da secrecio sebicea (MONTAGNA &
CHASE, 1950), embora histoquimicamente naoc seja possivel esta

belecer diferengas entre os lipides epidérmicos e os sebiceos
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{MONTAGNA & NOBACK, 1947; MONTAGNA et alit., 1948; SUSKIND,
1951); todavia, a presenca de fosfolipides e de colesterol,nos
lipides cutaneos (MONTAGNA. et qliZ., 1948; MONTAGNA & HAMILTON;
1949) ,sugere sua origem epidérmica, pois eles estio  ausentes
na secregao sebdcea, Do mesmo modo, a sudanofilia da camada
cOrnea da eplderme dos mamiferos nio parece relacionada com a
secregac das glidndulas sebiceas (MONTAGNA & CHASE, 1950), pois
ela persiste ap0s a destruicdo destas glandulas e ocorre  em
espécies animais delas desprovidas (toninhas e golfinhos).

MATOLTSY & BALSAMO (1955) verificaram, bioguimicamente,
a presenga de lipides nas células cdrneas, os quais estfo asso
ciados &s proteinas e & pequena quantidade de gliicides; estes
lipides estariam situados na membrana espessada e na matriz in
terfilamentosa da c&lula cOrnea e parecem intimamente relacio-
nados com a "queratina" (MATOLTSY, 1958),

Através de técnicas bioquimicas, foi amplamente verifi
cado que os lipides, situados no interior dos queratindcitos e
que sao encontrades inclusive nas Areas da epiderme  desprovi
das de glandulas sebAceas (ROTHMAN, 1954: KLIGMAN & SHELLEY,
1958), sao constituidos, predominantemente, por esterdis, &ste
res de esterdis (LEWIS & HAYWARD, 1971), fosfolipides e esfin
golipides (REINERTSON & WHEATLEY, 1959;  CARRUTHERS, 1964;
WHEATLEY & FLESCH, 1967; ANSARL et ali7., 1970; LONG, 1970).

Além dos lipides situados no interior dos queratindci-
tos existem, na epiderme, outros de situagBo intercelular, os
quais sao encontrados, principalmente, na camada cdrnea. A prin
cipio, a presenca desses lipides foi interpretada como artefa
to, provocado pela fixagao prolongada (MONTACNA, 1952), Estu
dos citogquimicos indicaram, todavia, gue os lipides intercelu-
lares sao provenientes dos corpos lamelares (ELIAS et alit.,
1979a) .,

Corpos lamelares, ou de Odland (ODLAND, 1960}, sio es
truturas submicroscbpicas, recobertas por membrana triplice bem
definida e que apresentam, internamente, lamelas claras e escu
ras dispostas alternadamente e periodicamente (ODLAND, 1960;
FARBMAN, 1964; MATOLTSY & PARAKKAL, 1965), SAo encontrados em
pequeno nimero no citoplasma dos queratindcitos dos extratos
mais profundos da camada espinhosa; seu niimero aumenta nos ex
tratos mais superficials desta camada e na camada granulosa,on

de situam-se na periferia da célula e, em sequida, atingem o
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espago intercelular (WOLFF-SCHREINER, 1977). Apds atingirem o
espago intercelular desintegram-se lentamente e seu contetdo,
liberado, al permanece, constituindo o material lipidico inter
celular, que recobre o folheto externo da membrana rlasmatica
das células granulosas e cBrneas (MARTINEZ & PETERS, 1971). Co
Mo Os corpos lamelares sao constituldos por esterdis livres e
fosfolipides (BREATHNACH & WYLLIE, 1966; WILGRAM et alii.,1973;
KUROSUMI, 1977; ELIAS et alii., 197%a), estes sio os lipides
liberados apds a desintegrag@o desses orginulos. Os lipides in
tercelulares, além de contribuirem para a adesdo das células
cbrneas entre si, parecem atuar como barreira a penetragao de
substincias pela via transepidérmica (BLANK, 1953; ONKEN &
MOYER, 1963; BRODY, 1966; SCHREINER & WOLFF, 1569),

4 - Metabolismo lipidico na epiderme

Ha evidéncias morfoldgicas, bioguimicas e histoguimi
cas, de que a lipogénese e a metabolizagdo dos lipides sao mui
to intensas nos queratindcitos epidérmicos. Dentre as eviden
cias morfoldgicas e histogquimicas, destacam-se o grande desen-
volvimento do reticulo endopldsmico 1liso e, principalmente
na epiderme das aves, a presenga de goticulas de lipides nos
queratindcitos das camadas basal e espinhosa (MATOLTSY, 1969).
Nos mamifercs, o reticulo endoplismico liso se apresenta mais
desenvolvido nas células dos extratos superficiais das camadas
espinhosa e granulosa, onde se encontra situado entre os tono-
filamentes e os granulos de queratoialina (WOLFF~SCHREINER,
1977); nas fases finais do processo de queratinizacdo, o reti-
cule endoplasmico se reduz intensamente e cesaparece.

O reticulo endoplasmico liso dos queratindcitos foi re
tacionado com a biossintese de fosfolipides (WHALEY et qli<.,
1974) e de esterbis (CHRISTENSEN & FAWCETT, 1961; CHRISTENSEN,
1965; FRIEND & BRASSIL, 1970). Esta relagao & corrcborada pela
Presenga de algumas enzimas, tais como a fosfatase dcida, a i-
nosina difosfatase, a tiamina pirofosfatase e a aril sulfatase,
no reticulo endoplasmico liso, as quais desempenham importante
funcao no metabolismo lipidico (WOLFF-SCHREINER, 1977). A pre
senga de enzimas, relacionadas com esse metabolismo, foi assi-
nalada no citoplasma dos queratindcitos das camadas basal e es
pinhosa da epiderme de aves, nos quais & alta a atividade este

rasica (LAVKER, 1975). A epiderme de mamiferos também apresen
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ta esterases nao especificas, nos queratindcitos da camada es-~
pinhosa e, em menor propor¢ao, nos queratindcitos da camada
cOrnea (HELWIG & MOSTOFI, 1971; STEVENS & DeVILLEZ, 1980). A
esterase ticl-acdtica e a indoxil esterase (SQUIER & WATERHOUSE,
1970) também foram assinaladas nos queratindcitos., A presenca
de esterase nao especifica, na epiderme humana e do rato,havia
sido verificada por THOMPSON & WHITTAKER. (1944), através de me
todo manométrico; todavia, esses resultados nio foram confirma
dos por tecnicas histoquimicas (MONTAGNA, 1952). No entanto,
discreta atividade lipasica foi verificada, na eplderme humana
e do hamster, através de técnicas histoquimicas (MONTAGNA &
PARKS, 1948; MONTAGNA & HAMILTON, 1949).

As fosfatases acidas, que também varecem ter relagdo
com O metabolismo dos lipides, por atuarem conjuntamente com
as esterases (BEJDL, 1954), ocorrem em abundiancia nos querati-
ndcitos dos extratos superiores da camada espinhosa, nos da
camada granulcsa e nas células queratinizadas dos extratos mais
internos da camada cOrnea (HELWIG & MOSTOFI, 1971). Por outro
lade, BEJDL (1954) assinalou ¢ desaparecimento da atividade fos
fatasica acida, na camada lucida e correlacionou este achado
com a presenga de lipides nesta camada. A existéncia de fosfa-
tase acida foi confirmada nos queratindcitos de varias espéci-
es de mamiferos, tendo sido, também, assinalada atividade aril
sulfatidsica (EISEN et al7<., 1964; BRAUN-FALCO & RUPEC, 1967;
ROWDEN, 1967, 1968; OLSON et alit., 1968, 1969; RUPEC, 1970;
SQUIER & WATERHOUSE, 1970).

Outras enzimas do tipo degradativo, tais como fosfoli-~
pases, lisofosfolipases, esfingomielinase e fosfatases, também
foram assinaladas na epiderme do homem e do porco (LONG, 1975;
BOWSER, 1978; BOWSER & GRAY, 1978); estas enzimas foram -~ rela
cionadas com o catabolismo dos fosfolipides situados nas mem
branas das organelas dos gueratinécitos, inclusive dos corpos
lamelares.

A presenga de diversos tipos de enzimas relacionadas
com o metabolismo lipidico, na epiderme, sugere grande ativida
de, tanto no gque concerne ao anabolismo quanto aoc catabolismo
dos lipides. O catabolismo ocorre com maior intensidade nas fa
ses finais do processo de queratinizacao. Devido ao catabolis
mo dos glicerolipides e dos esfingolipides, gue ocorre durante
a diferenciagao da cé&lula epidérmica, na camada cBrnea encon -

tra~se pequena gquantidade de glicoesfingclipides,fosfolipides,
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triglicérides e &steres do colestercl, aoc contrario do coleste
rol nac esterificado, das ceramidas e dos &cidos graxcs que o-
correm em maior propor¢ac (GRAY & YARDLEY, 1975a).

Embora as evidencias assinaladas sejam favoraveis 3 o-
corréncia de biossintese e de metabolizagao de 1lipides, na epi
derme, a lipogénese nos queratindcitos sd foi devidamente de-
monstrada mediante o emprego de precursores radicatives.
GRIESEMER & THOMAS (1963a, b, 1966) verificaram a incorporagao
de acetato-l4c, na epiderme humana, em acidos graxos de cadela
curta. Esses dados foram confirmados em cultura de células epi
dermicas (WILKINSON, 1970), tendo sido demonstrada a biossinte
se de acidos graxos, a partir do acetato, e o prolongamento sub
sequente da cadeia alifatica (NTCOLAIDES, 1974) .CHKIDO et aqlit..
(1972b) verificaram que o glicerol—l4c & utilizado para a bios
sintese de triglicérides, na epiderme do rato.

0 emprego de acetato—l4c permitiu, também, estudar a
lipogénese em cé&lulas epidérmicas de aves, consideradas adequa
das para este tipo de estudo (FREINKEL, 1972a, b);atraves des
ta técnica fol demonstrada a sintese de triglicérides,esterdis
e ésteres de esterdois, em cultura de céelulas.

A incorporagac de acidos graxos radioativos naoc s6 evi
denciou a intensa biossIintese de lipides, na eplderme, como es
clareceu alguns pontos obscuros referentes a esta sintese, As-
sim, LAVKER {1975) estudou a incorporagac de palmitato—BH, na
epiderme de aves, a qual se efetua, principalmente, ncs tri-
glicérides e fosfolipides e, em menor grau, nos ésteres de ce-~
ras {ceramidas) . A incorporacac ocorre, inicialmente, no reti-
culo endoplasmico das c&lulas das camadas basal e  espinhosa,
aparecendo, sucessivamente, nas camadas granulosa e cOrnea;
nesta Gltima, o palmitato~3H aparece sete dias apds a injeg&o.
A incorporacao do palmitato"tritiado'ds goticulas de 1Tpides
dos queratindcitos, inicialmente, e muito pequena, aumentando
progressivamente a4 medida que a célula se diferencia e atinge
as camadas granulosa e cdrnea. A incorporacac de palmitat0v3H
parece efetuar-se por esterificagac, com intervengao do reticu
lo endoplasmico liso, da mesma maneira gue ccorre ne filgado,
Esses resultados indicam que a bilossintese de triglicérides,fQ§
folipides e ceramidas ocorrem, principalmente, nas camadas
mais profundas da epiderme, sendo estes lipides mantidos sob
a forma de goticulas na camada cOrnea das aves, onde tomam par

te na formagao da matriz interfibrilar da célula queratinizada
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(LAVKER, 1975).

POr outro lado, na epiderme ocorre sintese de coleste
rol, que se efetua nos queratindcitos e pode ser comprovada tan
to através da presenca de produtos intermedi&rios quanto  da
incorporagaoc de acetato—l4c (SRERE et ¢l77., 1950; NICOLAIDES
& ROTHMAN, 1955; WILSON, 1963; NICOLAIDES,]963,]BG4:KANDUTSCH,
1964). Admite-se que a esterificagéo do colesterol sobrevenha
- tardiamente, pois ésteres do colesterol sido encontrados princi
palmente nos extratos superficiais da camada cornea, devido &
agao dos &cidos graxos livres sobre o colesterol livre, ambos
al presentes (NICOLAIDES et qliz., 1970).

Tanto o colesterol quanto os fosfolipides,sintetizados
na epiderme, estac associados 3s menbranas bioldgicas
(STOECKENIUS & ENGELMAN, 1969), supondo-se que o colesterol te
nha a fungao de estabilizar os fosfolipides (THEISE, 1973) .Quan
do essas membranas se desintegram (lipofanerose), no final do
processo de queratinizacao, os Acidos graxos permanecel,em par
te, nas celulas gueratinizadas (NICOLAIDES, 1974). Ali&s, devi
do a lipofanerose, gque ocorre na camada granulosa, o teor de
triglicérides e dcidos graxos, nas camadas granulosa e ¢oOr-
nea, € maior do que nas outras camadas da epiderme (LONG, 1970).

Paralelamente, foram observadas variagoes qualitativas
€ quantitativas dos lipides epidérmicos, durante o preocesso de
queratinizagao, o que indica relacio entre o conteiido lipidico
dos gqueratinocitos e a diferenciagao celular .KOOYMAN (1932) do
sou o colesterol e os fosfolipides, nas diversas camadas da e-
piderme, verificando modificagdes no decorrer do processo de
queratinizagao; dentre essas modificagoes, incluiu a transfor
magdo de lipides polares em lipides neutros. Esses resultados
foram inicialmente discutidos e nem sempre devidamente consi-
derados, pois os lipides epidérmicos foram, por vezes, admiti
dos como simples componentes do sistema de membranas dos quera
tindcitos e, portanto, desvinculados do processo de queratini-
zagao (NICOLAIDES, 1964) . Contudo, diversas modificagdes  do
contelido lipidico foram assinaladas nas camadas epidérmicas de
mamiferos e correlacionadas com a diferenciagao  celular
(REINERTSON & WHEATLEY, 1959; WHEATLEY & FLESCH, 1967: LONG,
1970; GRAY & YARDLEY, 1875a) .

Na epiderme de aves, també@m, foram demonstradas varia
goes dos lipides durante a queratinizacao epidérmica. Essas va

riagoes atingem, principalmente, as goticulas de lipides das
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células epidérmicas, que se displem junto 3 membrana celular
(PARAKKAL & MATOLTSY, 1968; MATOLTSY, 1969);: na camada espinho
sa as goticulas s3o peguenas, aumentando de diAmetro & medida

em que a célula se diferencia; na camada cdrnea as goticulas

de lipides estdo presentes na porgao central da celula
(MATOLTSY, 1969). Esses resultados foram confirmados por
FREINKEL (1972b) que verificou, além disso, modificagdes da

lipogénese durante a queratinizacg@o; assim, assinalou que, nas
fases finais da queratinizagao,a sintese de fosfolipides dimi-
nufa, ac contririo da biossintese de ésteres de esterdis e de
ceras ({(ceramidas), gue aumentava. Esses resultados foram obtli
dos através da incorporagao de acetato-l4c, nos acidos graxos
e nos esterdis da epiderme, a qual aumenta, inicialmente, du
rante a queratinizagao da epiderme do embrido de galinha; quan
do sobrevem o inicio da formagdo da camada cdrnea, tanto a 1li-
pogénese quanto a concentragac de Acidos graxos e de coleste
rol diminuem e, em seguida, permanecem ccnstantes (FREINKEL,
1372b) . Esses resultados foram parcialmente confirmados,em cul
tura de pele de embriao de galinha (FREINKEL, 1972a); também,
in vitro, a corneificagao & acompanhada de aumento da lipogéng

se, aumentc dos triglicérides e dos &steres de esterbis e de
ceras.

5 - Influéncia de alteragdes da lipogénese sobre a que

ratinizac¢ao epidérmica

Tem sido verificado que o transtorno da lipogénese re
percute sobre a queratinizacao da epiderme. Excluindo as alte-
ragdes da queratinizagdo epidérmica, que ocorrem em diversas
dermatoses cuja patogenia nao estid completamente esclarecida e
gue nac constituem o objeto da presente revisao bibliografica,
iremos nos restringir 4 andlise das alteracdes encontradas em
condigOes experimentais,que permitem interrelacicnar a diferen
clagao do queratindeito com modificagbes do metabolismo lipi-
dico epidérmico, propositalmente induzidas. Dentre essas alte-
ragoes, destaca-se a proveniente da deficifncia de acidos gra
X0s essenciais.

Os acidos graxos essenciais, polinsaturados, desempe
nham fungac estrutural nas células epidérmicas, apbs serem in
corporados aos fosfollpides e participarem da constituicdo das
estruturas membrancsas (AAES~JORGENSEN, 1961). Quando sobrevem
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caréncia de acidos graxos essenciais diminui o nivel epidérmi
co do acido linoléico (considerado essencial), ac mesmo tempo
gue aparece o acido 5,8,ll~eicosatriendico nas lecitinas epi
dérmicas (PROTTEY et alii., 1975). O Acido 5,8,1l-eicosatrie
nbico nao ocorre na epiderme normal, sendo caracteristico da
deficiéneia de Acidos graxos essenciais (FULCO & MEADS, 1959),
da mesma maneira gue outros acidos triendicos (BASNAYAKE &
SINCLAIR, 1956). Esses resultados indicam que, na caréncia, os
&dcidos graxos essenciais sao substituidos por outros  &cidos
nac essenciais insaturados {DeTOMAS et ali7., 1963).

Como consequéncia dessa substituicdo, a estrutura dos
fosfolipides dos queratinbcitos se apresenta alterada, o que
acarreta modificagoes das propriedades das citomembranas, in-
clusive distlrbios funcionais das mitocdndrias, conforme foil
muito bem observado no figado (LEVIN et qlii., 1957; SINCLAIR,
1958; WILSON & LEDUC, 1963). Na epiderme ocorrem, também, alte
ragoes da queratinizagao, com espessamento da camada cSrnea e
grande descamagao celular (WHITE et qliZ., 1973; LORD et alit.,
1978; LORD & ZIBOH, 1979). Em varias espécies animais, inclusi
ve no homem, foram assinaladas lesoces cutaneas na carencia de
acidos graxos essenciais (BURR & BURR, 1929; HOLT et altii.,
1235; HANSEN & WIESE, 1944; HANSEN et aliZ., 1958; WARWICK
et alii., 1959; ALFIN-SLATER & AFTERGOOD, 1968; HOLMAN, 1968:
CALDWELL et «aiii., 1972; RIELLA et alii., 1975)., No rato foi
verificada uma dermatose escamosa, com acantose e hiperquera
tose (KINGERY & XELLUM, 1965; McCULLOUGH et alii,, 1978); as
lesces encontradas, no homem (WIESE, 1971) e no camundcngo
(MENTON; 1970), sao semelhantes. De acordo com os trabalhos ci
tados, além de hipertrofia da epiderme e aumento da descama
Gao, ocorrem outros transtornos da queratinizagio e aumento
da proliferagao dos queratindcitos mais profundos; essas alte-
ragoes foram correlacionadas entre 51, permitindo estabelecer
gue a hipertrofia epidérmica resulte do aumentc da prolifera-
¢ao celular, pois sobrevém, simultaneamente, com a intensifi
cagao da descamacdo,

A proliferagao celular pode ser estimada através do ni
merc de mitoses nas cé&lulas germinativas epidérmicas. Em ratos,
submetidos 3 caréncia de acidos graxos essenciais, nem sempre
fol comprovado aumento do nimero de mitoses dos queratindcitos .
(RAMALINGASWAMI & SINCLAIR, 1953; VINSON et gli7,, 1961); toda

via, fol assinalado aumento aparente do numero de mitoses em
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caes e também em ratos, o que nao foi comprovado pela conta
gen das células em divis3o (HANSEN et qii1, » 1951; KINGERY &
KELLUM; 1965). Mais recentemente, atraves da comparagao entre
o nimero de mitoses na epiderme de animais carentes e na de a-
nimais controles, foi demonstrada muito maior fregquéncia de mi
toses nos primeiros, o que concorda com o aumento das ativida-
des - suctincdeidrogenisica e citocromoxidasica, nos extratos
mais profundos da camada espinhosa (MENTON, 1968), pois essas
enzimas sao consideradas indicadoras da atividade mitotica

{MONTAGNA & FORMISANO, 1955}.

A cinética da proliferagao celular, da epiderme de ra
tos carentes, foi estudada por McCULLOUGH e+ alii, (1978), a-
traves da incorporacgao da timidina~3H, tendo sidec demonstrado
que © aumento da atividade proliferativa decorre da maior rapi
dez do ciclo celular e da mais répida migracao dos cuerat1n001
tos no interior da epiderme; essa migragcao passa de seis dias,
nos controles, para dois dias, nos animais carentes,

As alteragoes da queratinizacao, na epiderme do cio Ve
rificadas na caréncia de acidos graxos essenciais, foram, por
outro lado, interpretadas como devidas A diferenciagao incom
pleta do queratindcito (HANSEN et alii., 1951}; de acordo com
esta interpretacaoc, a queratinizacao estaria interrompida, o}
que repercutiria na proliferacao celular. Entretanto, a hiper-
trofia da epiderme foi correlacionada com o aumento da ativida
de fosfatasica acida, tendo em vista 05 resultados obtidos
por BRAUN-FALCO (1958a), na epiderme de portadores de psoria
sis. Em camundongos mantidos em carencia de Acidos graxos es-
senclais, a atividade fosfatisica dcida, na epiderme, se apre-
Sentava aumentada nos queratindcitos da camada granulesa,o que
indicaria aceleracgao da diferenciagao celular (MENTON, 1968 );
de acordo com essa interpretacao,a queratinizagao epidermica
nac estaria interrompida.

Tem sido observada alguma semelhanga entre as altera
¢oes biogquimicas, que sobrevem na epiderme de animais em caren
cla de acidos graxos essenciais € as que ocorrem na psoriasis;
em ambas, hd aumento do metabolismo dos carboidratos (HALPRIN
& OHKAWARA, 1966: ZIBOH & HSIA, 1972), aumento da sintese de
lipides (HERDENSTAM, 1962; ZIBOH & H5IA, 1972), aumentc da me-
tabolizagao da prostaglandina-—E2 (ZIBOH et alif., 1977) e dimi
nuigao da atividade da adenilciclase (WRIGHT o+ altd., 1973 ),

No entanto, essas semelhangas sao apenas aparentes, pois a



18

administragao do &cido 1inol@ico cura ou previne, as lesSes cu
tdneas provenientes da caréncia de Acidos graxos  essenciais
e nao tem agcao sobre as lesdes da psoriasis. A regressao das
lesoes, resultantes da careéncia, ocorre tanto apds a adminis-~
tragac oral quanto apds a aplicacao local do Acido  linoldico
(SHEPHERD & LINN, 1936; GRANDEL, 1939; PROTTEY et alit.,1575);
em ambos Os casos aumenta o teor desse Acido nos fosfolipides
epidérmicos, ao mesmo tempo em que se reduz o nivel de outros
acidos graxos insaturados.

Esses resultados indicam que o acide linoleéico desem
penha fungao importante na patogenia das lesdes epidérmicas en
contradas na caréncia de acidos graxos essenciais. Contudo, o
dificil avaliar se as alteragbes da queratinizaci@o epidérmica,
que ocorrem nessas cilrcunstancias, seriam consequéncia direta
da ausencia do acido linoléico (PROTTEY, 1976, 1977), pois foi
demonstrado que a deficiéncia de acido linoldico reduz a sin-
tese do acido aracddnico (HOLMAN, 1968; PROTTEY, 1976), respon
savel pela produgdo de reguladores da proliferacdo epiddrmica,
dentre os quais se incluem hidroxiacidos e Prostaglandinas
(GOLDYNE, 1975; HAMMARSTROM et alii., 1975). Como consequén
cia da redugado dos reguladores, haveria proliferacdo  epidér-
mica (LOWE & STOUGHTON, 1977), a gual regride com a aplicacio
topica de prostaglandinas (ZIBOH & HSIA, 1972).

No entantec, a alteracao da permeabilidade cutanea, que
ocorre na carencia de Acidos graxos essencials, parece uma con
sequencia direta da auséncia do Acido linoléico, pois & corri-
gida pela aplicacac tdpica desse dcido ou do dcido 1linolénico
(HARTOP & PROTTEY, 1976; PROTTEY, 1977). .

Convem salientar que pequena proporcac de acido lino
leico foi assinalada nos lipides extraidos da camada cOrnea da
epiderme humana e do porco (ELIAS et qlii., 1977b, 1979a), fa
zendo parte dos lipides polares, ou seja, dos glicoesfingolipi
des {(GRAY & WHITE, 1978; GRAY et alii., 1978b),

Outra alteragac epidérmica, encontrada na caréncia de
acidos graxos essenciais, consiste no alargamento do espag¢e in
tercelular da camada espinhosa (HANSEN et «l<Z., 1951; PANOS
& FINERTY, 1953; MENTON, 1968), que parece determinar menor
adesao entre as células, com repercussio sobre a descamacio
da camada cOrnea; em consequéncia dessa alteracao ocorre, tam
bém, maior perda de &gua transepidérmica (MENTON, 1968). Alias,

a barreira epidérmica, responsavel pela auséncia de perda de
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agua, que foi correlacionada com a camada coOrnea (BLANK, 1953,
Se apresenta alterada na caréncia de acidos graxos essenciais,
conforme foi amplamente assinalado (FELSHER & ROTHMAN, 1945;
BASNAYAKE & SINCLAIR, 1954; ROTHMAN, 1954; SINCLAIR, 1958 H
VINSON et agl7Z., 1961; SPRUIT & MALTEN, 1966; MENTON, 1968;
IDSON, 1973; PROTTEY of alii., 1975).

A alteracao da permeabilidade epidérmica, observada na
caréncia de Acidos graxos essenciais, foi atribuida, inicial
mente, a desidratagao das células da camada espinhosa, como
consequéncia da aceleracdo do processo  de  queratinizagdo
(FELSHER & ROTHMAN, 1945). No entanto, deve ser galientado que,
nos animails carentes, ocorrem perturbagoes da constituigao dos
lipides epidérmicos, que influi na atividade da barreira epi
dérmica, provocando perda de &gua transepidérmica (MENTON ; +1968).
Além disso, parecem ocorrer, também, alteragles estruturais da
membrana da célula queratinizada, devido & modlflcagoesth.cons
tituigao dos fosfolipides (MENTON, 1968). Todas essas - altera-
coes podem Ser responsaveis pelos transtornos da permeabilida
de epidérmica.

O aumento da permeabilidade da epiderme tem sido consi
derado como a alteracao mais importante, provocada pela careg
cia de acidos graxos essenciais; a hiperplasia epidérmica se-
ria uma consequeéncia do aumento de permeabilidade e teria como
finalidade dificultar a perda de agua (MENTON, 1967): devido a
esse motivo, gquando camundondos carentes sao mantidos em ambi
ente tmide, ocorre menor perda de Agua e menor hiperplasia da
epiderme.

Foi verificado que os corpos lamelares, que passam pa-~-
ta o espago intercelular, nac se apresentam em nimero reduzido
na deficiencia de acidos graxos essenciais (MENTON, 1970). En-
tretanto, os corpos lamelares se apresentam geralmente vazios
e seu contelildo nao preenche o espago  intercelular  das cama
das granulosa e cdrnea e, como conseguencia, os lipides neu-
tros se apresentam em menor proporgac (ELIAS & BROWN, 1978) ,Es
Ses resultados possuem interesse no que diz respeito 3 influen
cia da carencia de Acidos graxos essenclals na permeabilidade
epidermica, pPois a importancia da funcao desempenhada pelos
lipides extracelulares da camada cdrnea, nessa permeabilida-
de, e bem conhecida (BERENSON & BURCH, 1951; MALI-NIJMEGEN,
1856; MATOLTSY et alii., 1968; SWEENEY & DOWNING, 1970). No en

tanto, convem lembrar que as alteragoces epidérmicas encontra
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das nas dermatoses escamoSas, nas quais scobrevém aumento de
permeabilidade cutdnea sao,por vezes, consideradas consequeén
cia de anormalidades do metabolismo das proteinas: contude, es
te conceito nao foi comprovado (ELIAS, 1981).

As alteracoes epid@rmicas, verificadas na caréncia de
acidos graxos essencliails, onde ocorrem profundas alteragées do
metabolisme lipidico, constituem evidéncias da correlagao en
tre os lipides e a queratinizac3o. Por outro lado, esta bem de
monstrado que alteracoes dos lipides epidérmicos sao accmpanha
das de alteragoes da queratinizacio (PARSONS & FLINN, 1959;
YORK-MOORE & RUNDLE, 1962; WINKELMANN et ali?t., 1963; SIMPSON
et alii., 1964; ANDERSON & MARTT, 1965; MOSER & LEES, 1966;
DYKES et aliZ., 1978). Nas dermatoses que decorrem da ausencia
de enzimas especificas do metabolismo lipidico (MOSER, 1972:
DYKES et alZZ., 1978; WEBSTER e+ alzi., 1978) ou naquelas que
constituem conseguéncia da interferencia de drogas sobre o me-
tabolismo dos esterdis (PARSONS & FLINN, 1959; WINKELMANN
et alii., 1963; SIMPSON et qlirt. 1964; ANDERSON & MARTT,
1965), parece evidente que as alteragoes da queratinizagao ocons
tituam consequéncia da alteracac do metabolismo lipidico, con

firmando a importancia dos lipides na queratinizacao normal da
epiderme.

6 ~ Comentdrios sobre a metodologia empregada noc estu
do da qgueratinizagao epidérmica

Algumas observagoes devem ser feitas a respeito das al
teragoes do contefido lipidico dos queratindcitos, verificadas
durante o processo de queratinizagao. Essas alteracoes foram
estabelecidas, na maioria das vezes, com base em dados biogui
micos obtidos através da andlise dos 1ipides extraldos da epi-
derme <n totum; a metodologia bioguimica convencional, embora
apropriada para estudos analiticos da composicac lipidica de
homogeneizados de tecidos, fornece informagoes de importancia
limitada no que se refere ao estudo da queratinizagao, por se
rem os resultados baseados em valores nédios, provenientes de
toda a populagaoc celular da epiderme. No caso particular da
gueratinizacao epldérmica, com ¢ decorrer da evolucao e da Adi-
ferenciagao celular, originam-se substincias relacionadas com
€35€ processo; no entanto, a presenca de uma determinada subs

tancia, que surge como decorrdncia da diferenciagac  celular,
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atinge apenas peguena parcela da populacao celular epidérmica.
Assim sendo, os valores médios das dosagens bioquimicas sao in
capazes de evidenciar diferengcas que ocorrem em reduzidas po-
pulagoes celulares, diferengas estas, no entanto, que caracte
rizam etapas do processo de queratinizacao; os valores médios
sao, portanto, inadegquados para estabelecer a correlacdo entre
as variagoes dos diversos tipos de lipides e as virias etapas
da diferenciagao do queratindcito.

Com a finalldade de contornar esses Inconvenientes,
analises bioquimicas foram feitas em populacoes de queratin6ci
tos isolados, correspondentes dpenas algumas etapas do proces
so de queratinizacao (GRAY & YARDLEY 1975a). entanto, as
técnicas empregadas com esse intuito determlnam perda ou degra
dacao . de alguns tipos de lipides (ELIAS et alii., 1979a). Por
ocutro lado, os lipides celulares geralmente formam complexos
com proteinas, cujos constituintes se apresentam ligados com
diversos graus de labilidade:; durante o processamento bioguimi
co, as ligagoes podem romper-se, interferindo nos resultados.

Tambem a microscopia eletrdnica naoc & adequada para a
demonstragac de lipides na epiderme, uma vez gue, na prepara-
cao dos tecidos para a analise ultraestrutural, s3do usados
solventes, sendo a extrag@o lipIidica  inevitével  (KORN &
WEISMAN, 1966). Embora esse inconveniente possa ser reduzidc
com o emprego de técnicas modificadas de desidratagao (STEIN &
STEIN, 1967), o inconvenientes nio podem ser totalmente evita
dos. O uso obrigatdrio de solventes orginicos tem sido admiti
do como capaz de interferir, também, na localizagao de enzi-
mas, ou seja, de proteinas (SABATINI e¢ ql¢7., 1963; BRUNK &
ERICSSON, 1972), a0 nivel da microscopia eletrSnica.

As evidéncias fornecidas por diferentes métodos, con
forme se depreende da revisdo bibliogrifica efetuada, indicam
que h& grande influéncia dos 1ipides na queratinizacdo epiddr
mica; contudo, os dados histoquimicos relativos 3 demonstragao
de diferentes tipos de lipides, na epiderme, sao pouco numero
$0sS, isto &, insuficientes para permitir que se estabeleca
correlagao direta entre lipides e queratinizagao. Além disso,
0s resultados histoquimicos foram obtidos atravas de tecnicas
nem sempre dotadas de especificidade, o gue os tornam pouco sig
nificativos. No entanto, deve ser salientado que a hlstoqu1m1
ca constitui o elo de associagdo entre a morfologiae a bicguimi

ca, pois posgibilita a evidenciagao de eventos biogquimicos i
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situ, fornecendo importante complemento aos dados estruturais.
Os resultados histoquimicos, embora sujeitos a criticas, permi
tem a localizagao topogriafica em nivel nicroscépico, de forma
bem superior & obtida com as t&cnicas bioguimicas de fraciona
mento (OLSON et alZ7., 1969). Por outro lado, os dados histo-
quimicos sao suscetiveis de permitir lozalizar e correlacionar
lipides e substancias lipossolfiveis,com o decurso das diversas
etapas do processo de queratinizagac; além disso, os resulta-
dos histoquimicos permitem relacionar os lipides com as dife-
rentes estruturas morfoldgicas, dque ocorrem nos queratinocitos
a medida que eles se diferenciam e se tornam queratinizados.

C presente trabalhe foi realizado com o objetivo de u-
tilizar tecnicas histoquimicas capazes de fornecer resultados
adeguados para a interpretacac dos eventos morfo=-biogquimicos,que
ccorrem durante o processo de queratinizacao, pois diante das
consideragoes anteriormente efetuadas, no caso especial da in-
vestigagao do processo de queratinim@éadaepiderme, os resulta
dos topoquimicos apresentam maior significado; quando obtidos
com técnicas dotadas de especificidade e sensibilidade, propor
cionam informagdoes de grande interesse analitico. Estas infor
magoes, além disso, sdo adequadas para o estudo de populacdes
celulares heterogéneas, que sofrem variagoes relacionadas com
a dinamica de um processo continuo, tal como ccorre com a que
ratinizagao epidérmica.

Por esses motivos foram selecionadas, para serem usa-
das no presente trabalho, técnicas histoquimicas adequadas, is
to &, especificas e dotadas de sensibilidade, Algumas  destas
técnicas sao originais, mas foram convenientemente testadas
antes de sua aplicagao. Além dos resultados topoguimicos, obti
dos através de técnicas histoguimicas convenientes, foram em-
pregados, em concomitancia, pré-tratamentos de diversas nature
2as, o que permitiu a obtengao de maior nimerc de informacoes,
convenientes para a interpretagao dos resultados e ftiteis para

confirmar a especificidade das técnicas utilizadas.



MATERIAL E METODOS

Foram utilizados fragmentos de pele de diversas espé-
cies de mamiferocg, quais sejam: homem, cao, gato, coelho, gam-
bd, cobaio, rato e camundongo. De cada espécie animal, foram
empregados, no minimo, quatro exemplares. O material humano foi
retirado por bicpsia, principalmente das regiSes torixica e ab
dominal e, tamhém, da polpa digital. Os outros animais foram
sacrificados por inalacdo de éter; destas espécies, foram reti
rados fragmentos de pele de diversas regides do organismo, in-
cluindo epiderme espessa, dotada de muitos extratos celulares,
bem como epiderme delgada, dotada de nimero restrito de 'extrg
tos celulares,

Os fragmentos de pele, com 2 a 5 mm de espessura,foram
mergulhados em uma das seguintes solugoes fixadoras: 1 - forma
lina a 15,0%, contendo 3,0% de cloreto de cilcio anidro (forma
lina~calcio); 2 - formalina a 10,0%, contendo 5,0% de acido a=-
cético glacial e 3,0% de bicloreto de merciirio (formalina-biclo
reto de mercurio). O tempo de fixagao variou entre 48 horas e
varias semanas. ApSs a fixagdo, os fragmentos de pele foram cor
tados, em micrétome de congelagao, com 10 a 20 um de espessu
ra. Os cortes histoldgicos foram conservados nas respectivas
solugoes fixadoras até o momento do uso, quando foram lavados
em agua destilada, durante 20 a 30 minutes, efetuando-se 4 a 5
trocas, A segulr, foram submetidos, diretamente, a uma das tec
nicas histoquimicas expostas ulteriormente, ou a um, ou mais,
dos pre-tratamentos seguintes: 1 - solventes de lipides; 2 - hi
drolisantes; 3 -~ inibidores: 4 - ribonuclease; 5 - metilagdo .
Estes pré-tratamentos serdo descritos posteriormente.,

Os fragmentos de pele fixados em formalina-cidlcio fo-
ram utilizados para a detecgdo histoguimica das seguintes subs
tancias: lipides totais, colesterol, vitamina D e 7-deidroco~
lesterol, tocoferol e substancias dotadas do Ion fosfato ou

sulfato. Além disso, foram também usados para a demonstrac¢io de
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grupos redutores (reatividade ac ferricianeto farrico ou ao rea
tivo de Schiff), de grupos 1,2-glicGlicos (reag@o do &cido pe-
riddico-Schiff, ou seja, reaclo do PAS), para avaliacao da ba-
sofilia e para a demonstragao de protelnas (reacdo da aloxana-
Schiff e da 2,2'-di-hidroxi-6,6'~dinaftil-disulfeto, isto &,
reacao do DDD). O material fixado em formalina-bicloreto de
merciric foi utilizado para a demonstracio de l7pides contendo
celina e para avaliar o efeitoc bloqueante do bicloreto de mer
cirio, contido no fixador, sobre vdrias reagbes empregadas no
presente trabalho, assim como seu efeito inibidor sobre alguns
grupos redutores. Depois de efetuadas as técnicas  histoguimi
cas, precedidas ou nao de pré-tratamentos, osg cortes histoldgi
cos foram lavados em agua destilada (3 trocas, durante 20 min.),
colocados sobre laminas histoldgicas e desumidificados com pa
pel de filtro; algumas laminas, contendo cortes submetidos 3
maior parte das técnicas empregadas, foram desidratadas com e-
tanol abscluto, diafanizadas com xilol e montadas em resina
sintética; outras laminas foram imediatamente montadas em poli
vinilpirrolidona (PVP), sem prévia desidrataca@o. Os cortes hisg
toldgicos submetidos ds técnicas para demonstragdo de lipides
totais ou de lipides contendo colina, foram sempre montadcs em
PVP. Este mesmo tipo de montagem foi utilizado para alguns dos
cortes submetidos & reagao do DDD; outros foram desidratados

com acetona, diafanizados com xilol e montados em resina sin-
tetica.

1 -~ Técnicas histoquimicas
1.1 = Tecnica do negro de Sudan B

A evidenciagao dos lipides totais foi efetuada através
da coloragao pelo negro de Sudan B, utilizado em solu¢ac satu-

rada recém preparada, em etanol 60%, segundo LISON (1960).
1.2 =~ Técnica para lipides contendo colina

Os lipides contendo colina foram demonstrados pela téc
nica de HADLER & SILVEIRA (1978). O principioc desta técnica
consiste na formacao de complexo insolivel, que resulta da 11
gagcao dos fons Hg2+ e do fosfomolibdato P(%OB Ol& . 3h, com a
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colina; o complexo resultante & evidenciado pela difenilcarbg
zida, apresentando coloracdo azul ou violeta. Esta técnica a-
presenta-se quase especifica para colina, pois dentre os diver
sos produtos testados, além da colina, apenas as vitaminas 4 e

D reagem positivamente, embora fracamente (HADLER & SILVEIRA,
1978).

3~

1.3 - Té&cnica para demonstrar o ion PO,

A detecgao de substdncias dotadas do fon P043— foi efe
tuada conforme as bases propostas por HADLER et ¢lif. (1978} .
A tecnica empregada, nC presente trabalho, usa benzidina em o]
lugao tampao de veronal, em pH 7,3, com a finalidade de indun
zir a formagao do fosfato de benzidina. Neste pH nao ha preci-
pitacac do fon 5042_. O fosfato de benzidina precipitado & re-
velado pelo persulfato de sdédio, fornecendo coloragao azul ou
azul-esverdeada, devido & formacido do azul de benzidina.

A técnica consistiu em tratar os cortes histolégicos,du
rante 2 a 3 minutcs, a temperatura de 50 a GOOC, por 4,0 ml de
solugao, recém preparada, contendo 0,03 g de benzidina, dissol
vidas em 2,0 ml de etanol absoluto, adicionada 3 2,0 ml de so-
lugdo tampao de veronal 0,2 M, pH 7,3. Em seguida, os  cortes
histoldgicos foram lavados em etanol 50%, por 2 vezes, duran
te 1 minuto cada vez; lavados em dcido acético a 0,5%, por 2
vezes, durante 5 minutos cada vez; lavados em agua destilada |,
durante 2 a 3 minutos. 0s cortes foram, a seguir, mergulhados,
durante 2 a 3 minutos, no revelador contendoe solugao de persul
fato de sodio a 2,03, dgua destilada e Acido acético glacial,
na proporgao de 0,5:4,5:0,5 (vol./vol.), ao gual foram adicio-
nadas 3 gotas de anilina e 3 gotas de etanol 95%. Os cortes fo
ram, entao, lavados em Agua destilada e montados.

Deve ser salientado que esta técnica foi sempre empre~
gada em cortes histoldogicos fixados em solugao de formalina-
calcio, cujo tempo total de fixagao variou entre 48 horas e
2 semanas, no maximo, polis quando os cortes permanecem por
mais tempo na solugao fixadora a intensidade da reagic & ate-

nuada.

2—

1.4 - Técnica para demonstrar o Ion 50,

Substancias dotadas do fon 8042- foram demonstradas



26

pela técnica de HADLER et qli<. (1978); a precipitacao do fon

SO4 » Pela benzidina, foi efetuada em meio fortemente acido
(pH 1,4).

O tempo de fixagao dos tecidos, pela formalina-calcio,
nao deve ultrapassar 2 semanas, para evitar atenvagdo da reati

vidade das substincias dotadas do fon 8042“.

1.5 - Técnica para demonstrar basofilia

A basofilia, de natureza ribonucleica ou decorrente da
presenga de outras substancias dotadas de grupos &cidos, foi
verificada através da coloragdo por solucdo de azul de toluidi
na a 1,0%, em dcido sulffirico 2 N, pH 0,3, durante 20 a 30 mi-
nutos. Procedeu-se dessa forma com finalidade comparativa,pois
a solugao de azul de toluidina foi usada na mesma concentrag¢ao
€ no mesmo pH que a empregada nas técnicas para detectar co-
lesterol, vitamina D e tocoferol. A basofilia ribonucleica foil

inferida atraves do teste da ribonuclease {efetuado conforme o
item 2.1).

1.6 - T&cnicas para demonstrar substincias redutoras
1.6.1 ~ Reagao com o reativo de Schiff

0O reativo de 8B8chiff foi empregado durante 10 minutes;
a seguir, os cortes histoldgicos foram transferidos para solu
cao de bisulfito de sédio a 0,5%, durante 3 minutos; esta Giti
ma operagac foi repetida por 2 vezes, seguida de lavagem em a-
gua destilada, durante 10 minutos (3 trocas). O reativo de
Schiff foi usado, tembém, em cortes histol8gicos submetidos ao

blogueio do grupo carbonila, por tratamento com solugao de
2,4=dinitrofenil-hidrazina (conforme o item 2.5.1),

1.6.2 - Reagao do ferricianeto férrico

Esta reagao foi efetuada conforme a técnica de  ADAMS
{1956} .

1.7 - Técnica para demonstrar substiancias dotadas de
grupos 1,2-glicdlicos
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A reagao do acido periddico-Schiff (PAS) foi efetuada
segundo a técnica de McMANUS (1946), modificada por HOTCHKISS
(1948} .

Com a finalidade de verificar a presenga de  glicogé
nio, esta reagac foi também combinada com o teste da hidrdli
se enzimica. Cortes histolbgicos foram, previamente, tratados
pela amilase salivar, a temperatura de BTOC, durante 1 hora,ou
pela diastase do malte, em solugéo a 0,1%, em tampao de fosfa
tos 0,02 M, pH 6,0, 3 temperatura de.4d°c, durante 1 hora (con
forme LILLIE & FULLMER, 1976); a seguir, os cortes foram lava

dos em agua destilada e submetidos & reac@o do PAS.
1.8 - Tecnica para demonstrar proteinas
1.8.1 - Reagao da aloxana-Schiff

Esta reagao fol efetuada conforme a técnica de YASUMA
& ICHIKAWA (1953).

1.8.2 ~ Reagao do DDD

Foi usada com a finalidade de demonstrar as protelinas
da epiderme, atrvavés da técnica de BARRNETT & SELIGMAN (1958),
gque fol empregada diretamente ou em cortes previamente submeti
dos & solugac a 3,0% de tioglicolato de sddio, em pH 8,0, a
temperatura de 559C, durante 3 horas.

1.9 - Técnica para demonstrar colesterol

Para a demonstragdo do colesterol ndo esterificado,foi
utilizada a reagao do acido peracético-azul de toluidina, con
forme HADLER & SILVEIRA (1977) e a reacao do dcido peracético-
reativo de Schiff, ambas efetuadas em material fixado em forma

lina-calcio e formalina-bicloreto de mercirio (segundo HADLER
& SITLVEIRA, 198l1la).

1.9.1 - Reagao do acido peracético-azul de toluidina

Para efetuar esta reagao, cortes histologicos, fixados -
em formalina-cdlcio, foram oxidados, durante 2 horas, pelo aci

do peracético (preparado segundo GREENSPAN, 1946, pela técni
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ca modificada por LILLIE, 1954); apds a oxidacao, os cortes fo
ram lavados em agua destilada, durante 20 minutos, e Corados
por solugcac a 1,0% de azul de toluidina, em acido sulflrico
2 N (pH 0,3), durante 20 a 30 minutos. Depois de corados, 0s
cortes foram lavados em dqgua destilada (2 trocas), colocados so
bre l&minas histolOogicas e desumidificados com papel de fil-
tro; alguns foram desidratados com etanol absoluto, diafaniza
dos com xilol e montados em resina sintética; outros foram mon
tados em PVP, sem prévia desidratacdo.

Com o objetivo de evitar falsa interpretacgao, decorren
te da coloracao de substancias dotadas de grupos acidos, prin-
cipalmente de natureza ribonucleica, a anilise dos resultados
foi sempre efetuada em comparacao com cortes histoldgicos nao
oxidados, previemente tratados pela ribeonuclease (conforme 0
item 2.1) ou submetidos & metilagao (conforme o item 2. 2), e
corados por solugao de azul de toluidina (conforme o item 1.5),
A reacao do acido peracdtico-azul de toluidina foi sempre exe-
cutada em cortes previamente tratados pela ribonuclease ou sub
metidos a metilacdo,

A reagao do Acido peracético-azul de toluidina foi tam

bém efetuada em cortes de pele fixada em formalina~bicloreto
de merciurio.

1.9.2 - Reagao do &cido peracdtico-Schiff

Alguns cortes histolbégicos, previamente tratados pela
ribonuclease (conforme o item 2.1) e por solugdo saturada de
2,4-dinitrofenil~hidrazina (conforme 0 item 2.5.1), foram lava
dos em agua destilada, durante 30 minutos (varias trocas) e;
subsequentemente, tratados pelo acido peracético (conforme des

crito no item 1.9.1). Apds a oxidacao, foram tratados pelo rea
tivo de Schiff (conforme o item 1.6, 1.

1.9.3 - Técnica para discriminar o colestercl nao este

rificado dos ésteres do colesterol

Foi utilizada & técnica de HADLER & SILVEIRA (1981a).
Cortes histoldgicos, previamente tratados pela ribonuclease
(conforme o item 2.1) ou sujeitos @ metilagdo (conforme o item
2.2), foram submetidos & agao de un agente hidrolitico, lava

dos em agua destilada, por 20 a 30 minutos e, subsequentemente,
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submetidos a reagdo do acido peracético-azul de toluidina; ou
tros cortes, previamente tratados por solugcac de 2,4- dinitrofe
nil-hidrazina (conforme o item 2.5, 1), foram, de maneira seme
lhante, submetidos & agdo de um agente hidrolitico e,em segui
da, a reacac do acido peracético-Schiff. Foram empregados oS
seguintes agentes hidroliticos: adcido sulffirico-acido acéeti-
co, peridrol-ambdnea e soluc3c de carbonato-bicarbonato de po-
tassio, que serao descritos posteriormente. Os agentes hidroll
ticos foram utilizados com a finalidade de liberar o coleste
rol de seus ésteres, o qual passa a reagir positivamente 3 rea
gdo do acido peracético-azul de toluidina e i reagio do &cido
peracético-reativo de Schiff. Desta forma consegue-se detectar
o colesterol +total cujos resultados, comparados com os concer
nentes ao colesterol livre, permitem deduzir quanto a presenga
de esteres do colesterol.

Convém assinalar que estas técnicas permitem discrimi
nar o colesterol de seus &steres e ambos da vitamina D (HADLER
& STLVEIRA, 1981a).

1.9.4 ~ Teste de Schultg

Este teste foi efetuado conforme SCHULTZ (1924).

Com a finalidade de conferir os resultados da reagao do
acido peracético-azul de toluidina e do acido peracético-Schiff ,
obtidos em cortes histoldgicos submetides & agdo de agentes hi
droliticos, os resultados fornecidos por estas t&cnicas foram
comparados com os fornecidos pelo teste de Schultz, que & o

mais usado, em histoguimica, para a demonstragao de colesterol
total.

1.10 - Técnica para demonstrar vitamina D e 7-deidroco

lesternl

A detecgao histogquimica da vitamina D e do 7-deidroco
lesterol foi efetuada através das reacoes do permanganato alca
lino-azul de toluidina e do permanganato alcalino-reativo de
Schiff, combinadas com a ag@o inibidora da fixagio pela forma-
lina-bicloreto de merclrio (SILVEIRA & HADLER, 198la).

1.10.1 - Reagac do permanganato alcalino-azul de tolui

dina
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Foi usada a tecnica de HADLER & SILVEIRA (1977).

Convém mencicnar que, com o intuito de evitar a inter-—
feréncia de substdncias basdfilas sobre os resultados da . rea-
¢ao do permanganato alcalino-azul de toluidina, esta reagao
fol executada em cortes histologicos previamente submetidos A
agao da ribonuclease ou ao efeito da metilagdo. Cortes histo-
1légicos fixados em formalina-calcio, apds terem sidc submeti
dos a um desses tratamentos e lavados em agua destilada, duran
te 20 a 30 minutos, foram mergulhados, durante 25 minutos, na
sequinte solugao oxidante: solugao a 0,038 N de  permanganato
de potassio e solugao a 0,125 N de hidréxido de sddio, adicio
nadas na proporgac de l:1. Em seguida, os cortes foram lava
dos, rapidamente, em agua destilada e tratados por solugdo de
bisulfito de sddio a 0,5%, até descoramento completo; foram
novamente lavados, em agua destilada, durante 20 minutos e co
rados por solugao a 1,0% de azul de toluidina, em &cido sulfi-
rico 2 N, durante 20 a 30 minutos. Apds a coloragao, foram la
vados em agua destilada, colocados sobre laminas histologicas,
desumidificados com papel de filtro, desidratados com etanol
absoluto, diafanizados e montados em resina sintética. Alguns
cortes foram montados em PVP, sem prévia desidratagéo.

Cortes histoldgicos, nac submetidos & oxidagdo e pre
viamente tratados pela ribonuclease ou submetidos & metilacao,
foram corados pela solugao de azul de toluidina (pH 0,3), lava
dos em agua destilada e montados {controle),

A reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina
foi, também, efetvada em cortes de pele fixada em formalina~-
bicloreto de mercurio.

Convém salientar gue a reagac do permanganato alcali
no-azul de toluidina nao permite distinguir a vitamina D do 7-
deidroceolesterol,; mas permite discriminar ambos do c¢olesterol
e de seus esteres.

-

1.10.2 - Reagao do permanganato alcalino-Schiff

Foi efetuada conforme SILVEIRA & HADLER (resultados nao
publicados) : cortes histoldgicos, previamente tratados com so
lugéo saturada de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (conforme o item
2.5.1), foram lavados em agua destilada e entao oxidados pela
solugao de permanganato de potdssio-hidrdxido de sddic {confor
me o item 1.10.1}, lavados em agua destilada, descorados pelo
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bisulfite de sddio, novamente lavados em Agua destilada e tra
tados pelo reativo de Schiff (conforme o item 1.6.1).

Cortes histoldgicos, previamente tratados pela solugao
saturada de 2,4-dinitrofenil~hidrazina e lavados em agua desti
lada, foram submetidos a0 reativo de Schiff (conforme o item
1.6.1), sem prévia oxidagdo pelo permanganatc de potéssio-hidrd
xido de sd6dio; estes cortes foram usados como controles da rea
cao do permanganato-alcalino-Schiff,

1.10.3 - Acgao desmascarante de agentes hidroliticos

Com a finalidade de desmascarar a vitamina D e o 7-dei
drocolesterol, procedeu-se da seguinte maneira: a reacao do
permanganato alcalino-azul de toluidina foi efetuada em cortes
histologicos, previemente submetidos 3 agdo da ribonuclease ou
a metilagao; a reagdo do permanganato alcalino-Schiff foi exe
cutada em cortes histoldgicos, previamente submetidos a solu-
cao de 2,4-dinitrofenil-hidrazina; em ambos os casos, as rea
¢oes foram precedidas pelo tratamento por um dos seguintes a-
gentes hidroliticos: acido sulfirico-acido acético, peridrol-
amdnea ou solugao de carbonato-bicarbonato de potassio, confor

me sera indicado posteriormente.
1.11 - Técnica para demonstrar tocoferol

Foi efetuada de acorde com HADLER & SILVEIRA (1977,
1981¢), em cortes histoldogicos fixados em formalina-cdlcio e
em formalina-bicloreto de mercirio, através das reagdes do &ci

do performico-azul de toluidina e do &cido performico-reativo de
Schiff.

1.11.1 - Reagao do acido performico-azul de toluidina

Cortes histoldgicos, submetidos a4 agdo da ribonuclease
ou a metilagao, foram lavados em agua destilada (20 a 30 min.)
e, entao, oxidados, durante 4 horas, pelo acido perfdrmico (pre
parado conforme LILLIE, 1954); em seguida, foram lavados em a-
gua destilada, durante 20 minutos, corados por sclugao de azul
de toluidina (conforme o item 1.5) e montados em resina sinté
tica, apds desidratagdao, ou em PVP, sem desidratacgao.

Cortes histoldgicos ndo oxidados, mas previamente sub
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metidos & agao da ribonuclease ou & metilagao, foram corados

pela mesma solugio de azul de toluidina e usados como controle.
1.11.2 - Reagdo do &cido perférmico-reativo de Schiff

Cortes histoldgicos, previamente tratados por solugao

de 2,4-dipitrofenil-hidrazina {(conforme o item 2,5.1), foram

oxidados pelo acido perférmico, lavados em agua destilada
tratados pelo reativo de Schiff (conforme o item 1.6.1).

e

Os resultados desta reacgao foram comparados com oS ob

tidos em cortes histoldgicos, previamente tratados pela sclu

¢ao de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (conforme o item 2.5.1) e-
subsequentemente tratados pelo reativo de Schiff (conforme e}

item 1.6.1), em avs@ncia de oxidacio pelo &cido performico,

1.11.3 - Agao inibidora da formalina-bicloreto de mer
cario

Cortes histoldgicos, fixados nesta soluclo, foram sub
metidos & reagdc do dcido perfdrmico-azul de toluidina e do -
cido perférmico-Schiff. Os resultados foram comparados com oS
fornecidos pelas mesmas reacles, efetuadas em cortes histoldgi

cos de material fixado em formalina-cilcio.
1.11.4 - Agao desmascarante de agentes hidroliticos

Cortes histoldgicos foram previamente tratados pela ri
bonuclease, ou submetidos & metilacdo, ou tratados pela  solu
g&o de 2,4~dinitrofenil-hidrazina; em todos os casos, subse-~
quentemente, o0z cortes foram tratados por um agente hidroliti
co, com a finalidade de desmascarar o tocoferol. Os agentes hi
droliticos usados foram: solucio de hidrdxido de potassio  ou
solugac de peridrol-amdnea, conforme serid exposto posteriormen
te.

Convém assiralar que, procedimento semelhante foi usa
do com a finalidade de desmascarar a reatividade de outras subs
tancias. .

No que se¢ refere ao tocoferol, apds o desmascaramento,

foi efetuada a reacgao do Acido perférmico-azul de toluidina ou
do acido perférmico-Schiff.
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2 ~ Pre-tratamentos

Os pre~tratamentos foram usados isoladamente ou combi

nados; as técnicas empregadas serao expostas a seguir.
2.1 - Ribonuclease

0 tratamento pela ribonuclease foi efetuado por solu
gﬁo da enzima a 0,5%, em tampao de fosfatos 0,01 M, pH 7,1, &
temperatura - de - 389%, durante tempo propositalmente lon
go {12 h.; 24 h.. ou 48 h.). A comparacac dos resultados mos—

trou que o prolongamento do tempo de tratamento nac interfere
nos resultados.

2,2 - Metilacao

A metilagao foli realizada com metanol abscluto, conten

do 1,0% de Acido cloridrico, & temperatura de 60°C, durante 4
a 6 horas.

2.3 - Solventes de lipides

Dois solventes foram usados: metancl-clorofdormio e me

tanol-cloroformio-acido cloridrico.
2.3.1 - Metanol-cloroformio

Foi usado na proporgao de 1:1 (vol./vol.); o tratamen
to pelo metanol-clorofdrmio fol efetuado 3 temperatura ambien
te, duranté 2 horas. Os cortes histoldgicos, apds terem sido
lavados em agua destilada, foram mergulhados em metanol e de-
pois transferidos para a solugao de metanol-clorofdrmio. Apds
O tratamente, os cortes foram lavados em metanol e depois am
agua destilada.

2.3.2 ~ Metanol-clorofdormio~acido cloridrico

Esta solugao foi usada na proporgdc de 1:1:0,2 respec
tivamente (vol./vol.), & temperatura de GOOC, durante 2 a 4
horas. Os cortes histoldgicos foram, inicialmente, lavados em

dgua destilada; a seguir foram mergulhados em metancl, depois
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em metanol-cloroformio (1:1) e, finalmente, colocados na solu
¢ac de metanol-clorofdrmio~acido cloridrico,  antecipadamente
mantida 4 temperatura de 60°C.
Algumas vezes, a solugao de metanol-cloroformio— acido
cloridrico foi, também, empregada a 3800, durante 2 a 4 hcras.
Convém mencionar gue além da agdo extrativa, esta solu
¢ao, também, apresenta efeito hidrolitico devido ao seu contell

do em acido cloridrico.
2.4 - Hidrolisantes

Com a finalidade de cindir esteres ou de desmascarar
grupos reativos, blogueados, foram wutilizados diversos ‘agen
tes hidrolisantes. Deve ser lembrado, no entanto, que os hidro
lisantes, além ¢e seu efeito principal, apresentam efeitos se
cundarios, dentre os quais se destacam a difusdo e a extragao
de substancias reativas. Em especial, convém salientar que os
hidrolisantes atuam sobre substancias basdfilas de diversas na
turezas, contidas na epiderme, principalmente o acido ribonu
cleico; devido & hidrdlise ha difusao do material baséfilo,que
€ adsorvido pelas diversas estruturas histol8gicas, interferin
do nos resultados. Com a finalidade de evitar este inconvenien
te, 0s hidrolisantes foram sempre empregados em cortes histolé

gicos previamente tratados pela ribonuclease ou submetidos a
metilacgao.

2.4.1 ~ Hidrdllse pelo hidréxido de potassio

O tratamento fol efetuado por solugac a 0,1 N, durante

20 ou 45 minutos, a4 temperatura ambiente.
2.4.2 ~ Hidrdlise pelo acido perfdrmico
O &cido perférmico, preparado segundo LILLIE (1954),

fol empregadc a temperatura ambiente:; o tempo de hidrdlise foi

de 4 horas. Este acido, algumas vezes, foi usado durante tempo
mais longo (5 a 6 h.).

2.4.3 - Hidrdlise dos esteres de colestercl

Os agentes hidroliticos, empregados com esta finalida
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de, foram os mesmos utilizados para hidrolisar outras substan
cias, com a finalidade de desmascarar grupos reatives.  Foram
0s sSeguintes o5 hidrolisantes usados:

2.4.3.1 - Sclugac de acido sulfirico-3cido acético

Constituida por volumes iguais de Acido sulflrico con
centrado e acido acetico glacial; os cortes histoldgicos, apbs
terem sido lavados em agua destilada, durante 20 minutes, fo-
ram mergulhados nesta solucac, onde permaneceram por tempo va
riavel de 4 a 16 minutos, & temperatura ambiente: foram lava-

dos em agua destilada {10 min.) e submetidos 3 reacdc desejada.
2.4.3.2 ~ Solugao de peridrol-aménea

Foi preparada adicionando-se 6,3 ml de peridrol e 2,0 ml
de hidrdxido de ambneo, em 10,0 ml de Agua destilada; cortes
histologices, previamente lavados, foram mergulhados nesta so
lugao onde permaneceram 1 a 5 minutos, d temperatura ambiente;
foram lavados em agua destilada (10 min.) e submetidos a reacac

para evidenciar colesterol nao esterificado ou i outra reagdo
desejada.

2.4.3.3 - Solugao de carbonato-bicarbonato de potdssio

Constituida por 3,5 ml de solugdo de carbonato de po
tassio a 6,0%, 3,5 ml de solucdo de bicarbonato de potassio a
8,6% e 3,0 ml de metanol. A hidrOlise foi efetuada & temperatu
ra ambiente e o0 tempo variou entre 10 e 16 horas; em seguida
0s cortes histoldgicos foram lavados em agua destilada {10 min.),
tratados por solugac a 1% de EDTA (Acido etilenodiaminatetracé
tico), durante 5 minutos, e novamente lavados em agua destila
da, durante 20 minutos, estando entao em condig&es de serem

submetidos & reacao desejada.
2.5 = Inibidores

Foram usadas solugoes de 2,4-dinitrofenil-hidrazina e

de bicloreto de mercirio, com a finalidade de biloguear grupos
redutores,
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2.5.1 - Blogueio pela solugao de 2,4-dinitrofenil-hi
drazina

Com o objetivo de bloquear o grupo carbonila, foi usa
da solugéo saturada de 2,4-dinitrofenil-hidrazina, em solugéo
de acido cloridrico 0,2 N, durante 12 a 20 horas, i temperatu
ra ambiente. Os cortes foram, em seqguida, lavados em solugao
de acido cloridrico 0,2 N, durante 5 minutos, e depois em &gua

destilada, durante 10 minutos.

2.5.2 ~ Bloguelo pela solugdo de bicloreto de mercirio

Este sal fol usado em solugac aquosa saturada, durante

1 hora ou 14 horas, 3 temperatura ambiente.



RESULTADOS

Os resultados histogquimicos foram semelhantes nas di-
versas especies de mamiferos estudadas. Por este metivo, serao
descritos em conjunto; no entanto, algumas diferengas eventual
‘mente ocorrem, as quaig serao salientadas. Os resultados nao
apresentaram, também, variagao sistematica relacionada com as
diversas regices do organismo; todavia, a epiderme espessa a-
presenta, geralmente, reagdes mais evidentes; por isto, este
tipo de epiderme constitui material mais adequado, pois favore
ce a andlise e a interpretacac dos resultados.

Na interpretagaoc dos resultados, serdo considerados tan
to os dados fornecidos, diretamente, pelas diversas técnicase@
pregadas quantc os cbtidos apds o efeito de pré-tratamentos por
solventes de l1lipides, por agentes hidroliticos e por inibkido
res, além dos encontrados apds a agac da ribonuclease e da me
tilagao. Os pré-tratamentos fornecem informacoes complementa-~
res importantes, que além de facilitarem a interpretagado confe
rem, ainda, maior seguranga aos resultados.

Com a finalidade de simplificar a descricac dos resul
tados, a epiderme sera considerada como integrada por duas pPoxr
goes: 1 - porgac profunda, constituida pelas camadas basal, es
pinhosa e granulosa, na gual os gueratinbeltos apresentam gran
de atividade metabdlica e a diferenciacao celular & lenta e
progressiva; 2 - porcgao superficial, que inclui as camadas 1a
cida e cdrnea, na qual a atividade metabdlica & muito reduzida
e a queratinizagao bruscamente se completa. Esta Gltima porgao
e constituida pelas c@lulas queratinizadas, nas quais serao
consideradas, separadamente, a regiao periférica que correspon

de & membrana espessada e o citoplasma correspondente ao COrpo
celular.

1 - Detecgao histoguimica de lipides totais: coloracao

pelo negro de Sudan
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Dois tipos d=2 material sudandfilo devem ser considera
dos em relagao com a epiderme: o primeiro se apresenta sob a
forma de um filme superposto a camada cdrnea (filme 1lipidico
cutaneo) ; o segundo tipo & constituldo por substidncias sudand
filas situadas no interior da epiderme (lipides epidérmicos).
Estas {iltimas, de situagao predominantemente intracelular, S0
frem modificagdes durante a queratinizagdo, sugerindo interre
lagdo com o processo de formagdc da "querztina“. Por este moti
vo, elas serao o objeto da andlise dos resultados.

Na por¢ao profunda da epiderme, ocorre discreta sudano
filia do citoplasma dos queratindcitos, cuja intensidade aumen
ta em diregao & periferia (Figwal); o citoplasma dos querati-
nocitos situados nos extratos mais periféricos da camada espi~
nhosa e na camada granulosa apresenta-se mais corado e contém
algumas granulagoes sudanéfilas; porém, os granulos de queratoia
lina nac se coram. Além disso, tanto a membrana plasmatica
quanto ¢ espag¢o intercelular se apresentam fracamente corados,
principalmente nos extratos mais periféricos da porgdc profun
da da epiderme. Convém assinalar que a distingdo entre espaco
intercelular e membrana plasmatica nao pode ser determinada cam
precisao.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células queratinizadas apresenta nitida sudanofilia (Fi
gura 2}, ao contrario do citoplasma que aparentemente nao se
cora; a intensidade de coloragao da membrana espessada & menor
nos extratos mais internos da camada cbrnea. Na camada llcida
(epiderme espessa), a membrana espessada se cora COm menor in

tensidade.
1.1 - Agao 4o metanol-clorcformio

Este tratamento, embora remova totalmente o material
sudandofilo do filme 1lipidico cutdneo, aparentemente,nio modi
fica a sudanofilia da porgao profunda da epiderme nem ' a da
porgéo superficial, onde a membrana espessada das células que

ratinizadas continua a corar-se com a mesma intensidade.
1.2 - Acao do metanol-cloroférmio-acido cloridrico

Apos a agao deste solvente, além da remogdo do  filme

lipidico cutdneo, verifica-se que a sudanofilia da porgio pro
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funda da epiderme se apresenta atenuada, em toda a sua exten
sao (Figuras 3 e 4); no entanto, nas areas correspondentes as
camadas espinhosa e granulosa, os queratindcitos apresentamn,
no citeplasma, pegquenos granulos sudandofilos, de situagao pre
dominantemente justanuclear. Os grdnulos de queratoialina, apa
rentemente, nao se coram, nem se alteram, ap65 es58e tratamen-
to.

Na porgcao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células queratinizadas sofre atenuacao da sudanofilia ,
ao contrario do citoplasma que se torna sudandfilo (Figura 3;
comparar com Figura 2); a sudanofilia do citoplasma &, por ve
zes, tdo intensa quanto a da membrana espessada (Figura 4; com
parar com Figura 1}.

O tratamento pelo metancol-cloroformio-acido cloridri-
co, portanto, apresenta efeito desmascarante sobre 1ipides do
citoplasma dos queratinécitos,tanto das camadas espinhosa e
granulosa quanto e, principalmente, das c&lulas gueratiniza-
das, os quais ndoc sao extraldos. O tratamento sucessivo por so
lugcao de hidrdxido de potdssio 0,1 N determina extragao dos 11

pides desmascarados.
1.3 -~ Acao do hidrdxido de potassio

Este tratamento, embora nac remova totalmente o mate-
rial sudandéfilo do filme lipidicc cutineo, reduz a sudanofilia
do citoplasma dos queratindcitos da porcfo profunda da epider
me, mas nao reduz a sudanofilia da membrana plasmatica e do
espago intercelular. No entanto, no citoplasma dos queratinéci
tos da camada espinhosa permanece substancia granulosa ou fila
mentosa, discretamente sudanéfila. Os granulos de queratoiali
na nao se coram, aparecendo em imagem negativa,

Na porgaoc superficlal da epiderme, o tratamento pelo
hidrdxido Qe potdssic promove forte reducdoc da sudanofilia da
membrana espessada das ceélulas queratinizadas. Por outro lado,
O tratamento pelo hidrdéxido de potdssio extrai o material suda
nofilo do citoplasma dessas cé&lulag, quando previamente desmas

carado pelo metanol-clorofdormio~acido cloridrico.
1.4 ~ Agao do acido perférmico

Na porgao profunda da epiderme, o tratamento nelo éci
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do perfdérmico nao altera a sudanofilia do espago intercelular
e da membrana plasmatica dos queratindeitos, mas redugz forte
mente a coloragao do citoplasma. Os grdnulos de queratoiali-
na nao se coram.

Na porgac superficial da epiderme, o tratamento, apa-
rentemente, nao modifica a intensidade da sudanofilia, tanto
da membrana espessada quanto do citoplasma das células Jque-
ratinizadas; todavia, determina o aparecimento de material
granular, intensamente sudandfilo, gue se distribui de forma
irregular no citoplasma das células queratinizadas; este mate
rial ocorre, principalmente, em algumas Areas, nio sendo en-
contrado em outras. Esta heterogeneidade sugere gque a subs-
tancia granular sudandfila, ac mesmo tempo que € desmascara-
da, & parcialmente removida pelo dcido perférmico.

O tratamento prévio pelo metanol-clorofdrmio-acido
cloridrico impede ¢ aparecimento das granulagoes sudandfilas
desmascaradas pelo acido perfdrmico.

1.5 - Sintese

Na porcao profunda da epiderme, a coloracao pelo ne-
gro de Sudan revela material sudandfilo na membrana plasmati-
ca e no citoplasma dos queratindcitos, principalmente dos si-
tuados na camada granulosa, onde ocorrem, além disso, peque-
nas granulagoes. Este material sudandfilo, aparentemente, nao
& extraido pelo metancl-cloroférmio, sendo extraido pelo meta
nol-cloroférmio-&cido cloridrico, pela hidrdlise com hidroxi
do de potassio ou pela agdo do dcido perfdrmico. Deve ser as-
sinalado gue, embora o tratamento pelo hidrdxido de potassio
extraia grande parte do material sudandfilo, pequena parte do
material sudandfilo permanece no citoplasma dos queratindci-
tos da camada espinhosa; esta diferenga de comportamento suge
re gque este Ultimo material forme complexos mais estaveis que
O restante do material sudandfilo e, por isso, nao & extraido
por este tratamento.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células gqueratinizadas apresenta sudancfilia, gue nao
se altera pela agao do metancl-clorofdrmio ou do acido perfdr
mico, mas se reduz com O tratamento pelo metancl-cloroférmio-
acido cloridrico ou com o hidréxido de potassio,

Estes resultados indicam gque o0 material sudanofilo,
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tanto da membrana plasmatica guanto do citoplasma dos querati
nocitos, se relacione com a presenga de complexcs lipidicos,
pois & pouco solivel em solventes orgdnicos (metanol-clorofér
mio). No entanto, ele se torna parcialmente sollivel gquando ao
solvente se adiciona o acido cloridrico. Por outro lado, o tra
tamento com metanol-clorofdérmio-dcido cloridrico desmascara 1i
pides do citoplasma das células queratinizadas e, em menor
proporgao, do citoplasma dos gueratinbcitos das camadas espi-
nhosa e granulosa.

Convém destacar que o material sudandfilo, situado no
citoplasma dos gueratindcitos da porgdc profunda da epiderme,
embhora se apresente sob a forma de complexos, provavelmente 1i
poprotéicos, & removido pelo tratamento com  metanol-clorofor
mio-acido cloridrico, com &cido perfdrmico e, parcialmente,com
hidroxido de potassio. Através destas propriedades, € possivel
distinguir este material sudandfilo do situado na membrana es-
pessada das células queratinizadas, que @ apenas parcialmente
extraido por estes tratamentos, com excegdo do acido perfdrmi
co, que aparentemente nao extrai. Por ocutro lado, o material su
danbfilo do citoplasma dos queratindcitos da porgido  profunda
da epiderme deve ser distinguido dos lipides mascarados, tanto
o5 localizados na porgao superficial guanto os situados na por
¢ao profunda da epiderme. Os tratamentos peloc metanol-clorofdr
mio-acido cloridrico e pelo Acido perfdrmico permitem distin
guir dois tipos de lipides mascarados, no citoplasma das c&lu-
las queratinizadas.

2 - Detecgac histoquimica de lipides contendc colina

A membrana plasmatica dos queratindcitos e o espago in
tercelular, nas camadas basal, espinhosa e granulosa, apresen
tam-se corados, sendo a coloragac uniforme em toda a extensao
da porcao profunda da epiderme (Figura 5). Peguenas granula
¢des sao, por vezes, observadas no interior do espago interce
lular. O citoplasma dos gqueratinOcitos nao se apresenta corado
nas camadas basal e espinhosa; nc entanto, na camada granulosa
hd substancia reativa, no interior do citoplasma, gue aparece
sob a forma de granulagoes coradas; estas granulacoes diferem,
morfologicamente, dog granulos gue contém vitamina D e dos gra -
nulos refringentes de queratoialina, gue nao se coram.

Na porgao superficial da epiderme, a reacao & positiva
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na membrana espessada das células queratinizadas (Figuras 5 e
6), ao contrdrio do citoplasma onde a reagao & negativa ou ape
nas levemente positiva; neste Ultimo local, ocorrem granulos
pardc-amarelados que se assemelham aos granulos de melanina
(Figura 6). A intensidade Qe coloragac da membrana espessada
diminui em direg&o & periferia da camada cdrnea; na regiao mais
interna da porgdo superficial, no entanto, a membrana espessa
da também & menos corada e, neste local, o citoplasma apre-
senta substancia reativa que confere coloragao mais intensa as
celulas queratinizadas; no entanto, essa coloragac do citoplas
ma se atenua e desaparece bruscamente nos extratos imediatamen
te adjacentes. Portanto,lipides contendo colina (nao mascarados) ocorran, L
nicialmente, no citoplasma das ¢&lulas cbrneas, onde a membrana
espessada se cora mais fracamente. Quando a reatividade do ci
toplasma desaparece, aumenta a reatividade da membrana espessa
da, sugerindo relagdo entre ambas.

2.1 - Agao éo metanol~cloroférmio

O tratamento por este solvente, aparentemente, nao afe
ta a coloracac da membrana plasmatica dos queratindcitos e do
espago intercelular da porgao profunda da epiderme., A membrana
espessada das células gueratinizadas, apds este tratamento, 50
fre atenuagao da reatividade apenas na regifo mais superficial
da camada cOrnea, sugerindo que, nesta regifo, a ligagao dos

lipides contendo colina com outros produtos da membrana espes

sada se torne mais 1labil.
2.2 - Agao do metanol-clorofdérmio-dcido cloridrico

Este tratamento determina extragdo parcial dos lipides
contendo colina, situados na membrana plasmatica dos querating
citos e no espago intercelular da porgac profunda da epiderme
e dos situados na membrana espessada das células queratiniza
das. Além disso, na porgdoc superficial da epiderme, o cito-
plasma das células cdrneas passa a reagir positivamente apds
este tratamento, corando-se mais intensamente que a membrana
espessada. Este resultado mostra que os lipides que se tornam
Sudanéfilos, apos serem desmascarados pelo metanol—cloroféE

mio-acido cloridrico, sdo,ac menos parcialmente, constituidos
por lipides contendo colina.
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2.3 - Rgao da hidrdlise pelo hidréxido de potassio

Este tratamento reduz muito pouco a reatividade da mem
brana plasmatica dos queratindcitos e do espago intercelular
da porgdo profunda, assim como da membrana espessada das célu-
las queratinizadas da porc¢do superficial da epiderme.

No entanto, na porgac profunda da epiderme ocorrem dois
fatos que se destacam: 1 - aparecimento de material de aspecto
granular, no citoplasma dos queratindcitos dos extratos mais
profundos da camada espinhosa; 2 - aparecimento de reatividade
nos tonofilamentos dos queratindeitos dos extratos médios e su
perficiais da camada espinhosa. Estes resultados sugerem 'que
lipides contendo colina sdo desmascarados pelo hidréxido  de
potassio, aparecendo sob a forma de gradnulos no citoplasma
das celulas mais profundas da camada espinhosa; inicialmente
sao independentes e depols se relacionam com os tonofilamen-
tos, conforme se verifica nas células mais periféricas da cama
da espinhosa (Figuras 7 e 8). Quande, apds o tratamento pelo
hidrdxido de potdssio, se efetua tratamento pelo acido perfdr
mico, toda a substancia que reagia positivamente A reagaoc pa

ra lipides contendo colina & extraida.
2.4 - Agao do acido performico

A reagao para lipides contendo colina, da porgcao pro-
funda da epiderme, torna-se negativa apds o tratamento pelo &-
cido perfdrmico.

Na porgac superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células queratinizadas cora~se fracamente ou nac se co
ra, apds o tratamento pelo dcido perférmico; a extragio do ma
terial colina reativo, determinada por este tratamento, & mais
intensa nas porgoes superficiais da camada cdrnea.

BEstes resultados indicam que o acido performico apresen

ta efeito extrativo sobre os lipides contendo colina da epider
me.

2.5 - Sintese

A distribuicao dos lipides contendo colina, na epider
me, & semelhante 3 do material sudandfilo, havendo, noc entan-
to, algumas diferengas.
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Na porgao profunda da epiderme, lipides contendo coli
na estao presentes na membrana plasmidtica dos queratindcitos ,
no espa¢o intercelular e no citoplasma das celulas da camada
granuleosa. Assim sendo, o material sudandofilo, situado no cito
plasma dos gueratindcitos da camada espinhosa, ndo & constitul
do por lipides contendo colina. Estes {(ltimos ocorrem, também,
na membrana espessada e no citoplasma das células gqueratiniza
das dos extratos mais internos da camada cOrnea. Os lipides
contendo colina ndo sdo extralidos pelo metanol-clorofdrmic,sio
parcialmente extralidos pelo metanol-clorofbrmic-&cido cloridri
co e pelo hidrodxido de potéssio e quase totalmente éxtraidos
pelo acido performico. Convém assinalar que o metanol-clorofdr
mio-acido cloridrico desmascara lipides contendo colina, situa
dos no citoplasma das células queratinizadas, enquanto que a
hidrolise pelc hidroxido de potéssio apresenta efeito semelhan

te, mas em relagéo com lipides associados aos tonofilamentos.

3 - Detecgao histogquimica de substi@ncias dotadas do
ion fosfato

Os acidos nucleicos reagem positivamente com a técni
ca utilizada para a demonstracgao do Ion fosfato. Para evitar
a influéncia do acido ribonucleico, que mais interfere no re-
sultado desta reagao, na epiderme, foram usados cortes histold
gicos previamente tratados pela ribonuclease. Na porgac super
ficial da epiderme a proporgao de acidos nucleicos & desprezl

vel, sendoc dispensavel o pré-tratamento pela ribonuclease.

3.1 - Reagao para o jon fosfato, em cortes histoldgi-

cos previamente tratados pela ribonuclease

Na porgao profunda da epiderme, a positividade da rea
gao para o Ion fosfato ocorre, aparentemente, na membrana plas
matica dos qgueratindcitos e, ds vezes, em algumas areas do es-—
page intercelular. Esta reatividade diminui progressivamente
das regices mais profundas para as mais superficiais da epider
me, de tal forma gue na camada granulosa & muito fraca ou nao
ocorre.

A reacao para o ifon fosfato, na porgac superficial da
epiderme, @ insignificante, uma vez gue a reatividade da mem-

brana espessada das células gueratinizadas & muito fraca ou au
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sente e o citoplasma nao apresenta reatividade.

3.2 -~ Efeito do peridrol-ambnea sobre a reacdo para o

ion fosfato, em cortes histoldgicos previamente
tratados pela ribonuclease

Apds estes tratamentos, a técnica para detecgdo histo
quimica do lon fosfato revela, na porgac profunda da epiderme,
leve positividade do citoplasma dos queratindcitos, principal
mente em algumas cé€lulas dos extratos mais periféricos da cama
da espinhosa e nos da camada granulesa. Este resultado sugere
que ¢ peridrol-zmdnea desmascare o lon fosfato, nao ribonuclei
co, gue entao pode ser demonstrado histogquimicamente.

Na porgao superficial da epiderme, devido ao efeito do
tratamento pelo peridrol-amdOnea, ocorre maior reatividade das
células queratinizadas, tanto do citoplasma quanto da membrana
espessada, © que indica a presenc¢a de substincias dotadas do

ion fosfato, mas que s6 podem ser demonstradas apds o desmasca
ramento.

3.3 - Efeito da fixacao pela formalina-bicloreto de

mercurio

A reatividade do Ion fosfato & inibida quandc se efe

tua a fixagac com formalina contendo bicloreto de merciirio.
3.4 - Agzo do metanolw-clorofdrmio
Este tratamento, quando empregado em cortes - histoldgi
cos previamente tratados pela ribonuclease, nao interfere no
material gue reage positivamente com a técnica para demonstra
cao do Ion fosfato. Este resultado indica que o material dota
do de ion fosfato nao & extralido por esse solvente.

3.5 -~ Agao do metanol-clorofdrmio-dcido cloridrico

Este tratamento extrai o material fosfato positivo,tan

to da porgao profunda quanto da por¢cao superficial da epiderme.

3.6 - Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potassio
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O tratamento por solucac de hidrdxido de potdssic de-
termina diminuig¢ac da reatividade, das porgoes profunda e su-
perficial da epiderme, para a t&cnica que revela o Ion fosfato.
A redugao da reatividade & maior quando o tratamento pelo hi-
droxido de potassio & efetuado por tempo mais longo (45 minu
tes), sugerindo que este tratamento determine extragao do ma
terial dotado do ion fosfato.

3.7 -~ Sintese

fon fosfato, ndo ribonucleico, foi demonstrado no es-
pago intercelular e no citoplasma dos queratinbcitos das cama
das espinhosa e granulosa; neste iltimo local se apresenta mas
carado. Além disso, a reagd@o para o ion fosfato & positiva no
citoplasma e na membrana espessada das células queratinizadas,
apbs desmascaramento conveniente.

Portanto, a positividade para o ion fosfato ocorre nos
mesmos locais em que se demonstra a presenca de lipides conten
do colina. Ocorre apenas discordancia aparente relacionada com
a membrana espessada das células queratinizadas, a qual, tendo
em vista os resultados assinalados, parece conter maior propor
gac de colina do que de fon fosfato; no entanto, apds a acéao
desmascarante do peridrol-amonea, essa aparente discordancia
deixa de existizr.

Alem disso, o material fosfato positivo comporta-se da
mesma maneira que os lipides contendo colina, diante dos sol-
ventes e das hidrGlises usadas.

Correlacionando os resultados fornecidos pele negro de
Sudan, pela técnica para lipides contendo colina e pela técni
ca para o Ion fosfato, verifica-se gue h3 evidéncias de que a
maior porgao do material sudandfilo & constituida por lipides
contendo colina: estes lipides contém, além disso, fon fosfa-
to. Ha, entdo, evidéncias de tratar-se de fosfatidilcolinas
ou de esfingomielinas. Estas substadncias, por se apresentarem
sob a forma de complexos, nac sac extraidas pelo metanol-cloro
formio; no entanto, sao removidas quando se adiciona acido clo
ridrico a esse solvente e o tratamento & efetuado a 609C. Con
vém assinalar que os lipides contende colina, situados na men
brana espessada das celulas queratinizadas, reagem fracamente
com a técnica para o Ion fosfato; apbs o desmascaramento pelo

peridrol-ambnea a reagao & mais intensa. Por outro lado, as hi-
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drolises acida e alcalina desmascaram colina, respectivamente,
no cltoplasma das cé€lulas queratinizadas e nos tonofilamentos,
sugerindo a presenga de lipides contendo colina. No entanto,
as hidrdlises citadas nio desmascaram o ion fosfato, o qual so

mente € desmascarado pelo tratamento com peridrol-amdnea.

4 - Detecgao histoquimica de substancias basSfilas pe
lo azul de toluidina, em pH 0,3

Em virtude da solugao de azul de toluidina, em pH 0,3,
ter sido empregada para evidenciar colesterol, vitamina D e
tocoferol, apds tratamentos oxidantes adeguados, julgamos con-
veniente analisér O comportamento da eplderme quando submeti-
da apenas ao tratamento por essa solugao. Esses resultados ser
viraoc como termo de comparagao para a verificacao do efeito dos
oxidantes utilizados. ApSs o tratamento pela solugao de  azul
de toluidina, nea porgac profunda da epiderme, o citoplasma dos
queratindcitos da camada basal e dos extratos mais internos da
camada espinhosa apresenta forte basofilia; a intensidade da
basofilia decresce em diregao a periferia (Figura 9} sendo dis
creta na camada granulosa, Os granulos de gueratoialina, re-
fringentes, nao se coram: todavia, ao redor dos granulos ocor
re substancia fortemente baséfila.

A porgaoc superficial da epiderme nio se cora, indican
do auséncia de material basSfilo nas células queratinizadas
(Figura 10).

4,1 - Agao da ribonuclease

O tratamento por esta enzima, quando efetuado por tem
po prolongado, remove quase totalmente as substancias basofi
las da epiderme, que se coram pela solugao de azul de toluidi
na, em pH 0,3. Este resultado indica gue essa basofilia é de
natureza ribonucleica, em gquase sua totalidade; inclusive o ma
terial basdfilo, situado ao redor dos granulos de queratoiali

- - - - ]
na, e sensivel a agao da ribonuclease.

4.2 -~ Agao da metilacio

Este tratamento suprime, totalmente, a coloracao da
epiderme pela solugao de azul de toluidina, em pH 0,3, revelando que
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os grupos acidos responsaveis pela basofilia saoc completamente

blogueados ,pela metilagéo, ou eliminados.
4.3 - Agao do metanol-clorofdrmio

O tratamento por este solvente, aparentemente, nao in
terfere na intensidade da basofilia da porgao profunda da epi-
derme.

4.4 - Acao do metanol-clorofdrmio-acido cloridrico

Este solvente promove intensa remo¢ao do material basd
filo do citoplasma dos queratindcitos da porgac profunda da e-

piderme, revelandec que & capaz de extrair &cido ribonucleico.
4.5 - Agao da hidrdlise pelo hidréxido de potéassio

Nas condigoOes empregadas, a hidrdlise pelo hidroxido
de potassio, quando efetuada durante 20 minutos, provoca peque
na reducao da basofilia da porgao profunda da epiderme. Prolon
gando-se o tempo de hidrdlise para 45 minutos, a reducaoc da ba
sofilia da porgac profunda da epiderme € malor, ocorrendc o a-
parecimento, ao mesmo tempo, de basofilia difusa no citoplasma
das cé&lulas queratinizadas da porgao superficial da epiderme,
assim como no citoplasma dos gueratindcitos dos extratos mais
periféricos da porgao profunda. Essa basofilia & discreta, mas
nac & removida pela ribonuclease. A presenga de jon fosfato
mascarado, no citoplasma das celulas queratinizadas, conforme
mostram nossos resultados, sugere que este Ion poderia ser,par

cialmente, responsavel pela referida basofilia.
4.6 - Sintese

A basofilia da porgao profunda da epiderme ao azul de
toluidina, em pH 0,3, & quase totalmente de natureza ribonu-
cleica. Apenas peguena proporgao & proveniente de outros gru
pos acidos, blogueados pela metilacdo. A porgac superficial
da epiderme ndo apresenta basofilia, a nac ser apds a agao des
mascarante do hidrdxide de potissio; esta basofilia nao &€ de
natureza ribonucleica.

De acordo com estes resultados, as remﬁhs gue empregam
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¢ azul de toluidina, quando efetuadas na epiderme, devem ser
precedidas pelc tratamento com a ribonuclease ou pela metila-
cao, com a finalidade de evitar a interferéncia de substancias

bas6filas normalmente presentes na porcao profunda da epiderme .
5 - Detecgdo histoguimica do colesterol
5.1 - Detecgao do colesterol nao esterificado
5.1.1 - Reagao do &cido perac8tico-azul de toluidina

Com a finalidade de evitar a interferdncia do &cido ri
bonucleico, gue se cora pelo azul de toluidina,em pH 0,3, prin
cipalmente apds & oxidacdo pelo acido peracético, a reagcdo do
acido peracédtico-azul de toluidina foi efetuada em cortes his

tologicos previamente tratados pela ribonuclease ou submetidos
a metilacao.

5.1.1.1 - Reagao do acido peracético~azul de toluidina,
em cortes histoldgicos previamente tratados
pela ribenuclease

ApOs este tratamento, na porgac profunda da epiderme,
a reagao do &cido peracético-azul de toluidina & positiva no
citoplasma dos gueratinbecitos da camada granulosa e dos extra-
tos periféricos da camada espinhosa (Figura 11); esta reativi
dade aparece sob a forma difusa ou finamente granular. Os gra-
nulos de queratoialina nac se coram. NoO compartimento extrace
lular nao hd material reativo.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das celulas queratinizadas apresenta-se fortemente reativa
e metacromatica (Figura 11); a reatividade & mais intensa nas
regioes mais internas da camada cobrnea. O citoplasma das célu-
las queratinizadas se apresenta levemente reativo (ortocromati
co) em algumas &reas, sendo destituido de reatividade em ou-
tras.

Estes resultados mostram a presenga de material reati
VO, principalmente, na porcao superficial da epiderme, o qual

nac & removido pelo pré-tratamento com a ribonuclease.

5.1.1.2 - Reagao do acido peracdtico~azul de toluidina,
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em cortes histoldgicos previamente submeti-
dos & metilacao

Nos cortes histoldgicos submetidos 3 metilacao, a rea-
¢ac do acido peracético-azul de toluidina & negativa na porgac
profunda da epiderme. Este resultado indica que ¢ efelto da me
tilacao & mais intenso que o da ribonuclease, o que era espera
do, pois o primeirc tratamento apresenta efeito blogueante que
atinge varios grupos &cidos; além disso, deve ser salientado
que a metilagao promove extragao de material reativo, soliivel
no metanol, © gue nao acontece com a ribonuclease.

Na porgzo superficial da epiderme, o efeito da metila
¢ao, aparentemente, nao interfere na reatividade da membrana
espessada das celulas queratinizadas, principalmente nas re-
gices mais internas da cemada cdrnea.

5.1.1.3 - Ac¢ao da fixagado pela formalina-bicloreto de
merclrio

Este fixador nao modifica a reatividade, tanto da por-
gao profunda gquanto da porgido superficial da epiderme, & rea-

g¢ao do acido peracético-azul de toluidina.
5.1.1.4 - A¢ao do metanol-clorofdrmio

Este scolvente extral, parcialmente, o material acido
peracético-azul de toluidina positivo dos queratindcitos da ca
mada espinhosa e dos situados nos extratos mais profundos da ca
mada granulosa. Devido a este efeito, os queratindcitos peri
fericos da camada granulosa apresentam reatividade mais aparen
te, pols o material reativo, presente nestas celulas, resiste
d agao do metanol-clorofdrmio.

A reatividade da membrana espessada, das células quera
tinizadas da porg¢ao superficial da epiderme, nio & afetada pe
la extracac com metanol-clorofdrmic.

5.1.1.5 - Agdc do metanocl-clorofbrmio-acido cloridrico
Este tratamento determina extracao praticamente total

do material &cido peracético-azul de toluidina positivo,tanto

da porgao profunda guanto da porgao superficial da epiderme.
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Este resultado indica qua a acdo hidrolitica do &cido cloridri
co, adicionado ac metanol-clorofdrmio, & responsavel pela rup-

tura da ligacao do material reativo com provaveis proteinas, o
que determina sua extragao. O -comportamento do citoplasma das
células queratinizadas nio & afetado, indicando que os lipides
desmascarados por esse tratamento (que sio sudanofilos), nao
reagem positivamente a reagdao do Acido peracético-azul de to-
luidina.

5.1.1.6 - Agao da hidrélise pelo hidrdxido de potdssio

O tratamento pelo hidrdxido de potissio determina remo
¢ao do material Acido peracético-azul de toluidina positivo,
da porcao profunda da epiderme, exceto do situado no citoplas
ma dos gueratinocitos dos extratos mais periféricos da camada
granulosa. Este efeito & mals nitido quando o tratamento & efe
tuade durante 45 minutos, em comparagic com o tratamento reali
zado durante 20 minutos.

Na porcac superficial da epiderme, a hidr8lise pelo hi
droxido de potidssio determina redugao muito peguena da reativi
dade da membrana espessada das células queratinizadas. Por ou-
tro lado, o citoplasma das células queratinizadas apresenta-se
ligeiramente mais reativo e metacromitico, sugerindo difusao

do material reativo da membrana espessada.

5.1.1.7 ~ Sintesze

A reatividade da membrana espessada das células quera
tinizadas, ao acido peracético~azul de toluidina, nio & afeta
da pela ribonuclease, pela metilagao, pela fixacao com formali
na-bicloreto de merclrio e pelo tratamento com metanol-cloro
férmio; & pouco atenuada pela hidrdlise com hidréxido de potas
sic e quase totalmente abolida pelc tratamento com metanol-clo
rofdrmio~dcido cloridrico. Estes resultados indicam que o mate
rial reativo (colesterol nao esterificado) da membrana espessa
da das células gqueratinizadas, se encontra firmemente ligado &
proteinas, sendo o complexo lipoprotdico sensivel i hidrolise
acida, nas condicdes usadas.

A fraca positividade da reagac do &cido peracético-a-
zul de toluidina, verificada no citoplasma das cdlulas querati

nizadas, em algumas areas da camada cSrnea, devido & irregqula
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ridade de distribuigdo e i fraca intensidade, foi interpretada
como consequéncia da difusio do material reativo situado na mem
brana espessada.

Na porgﬁo profunda da epiderme, o material icido pera-
cético-azul de toluidina positivo & extraido pela metilacaoc e

pelo tratamento com metanol-clorofdrmio-acido cloridrico;no en

pe
lo hidrdxido de poté&ssio, nas condigBes empregadas, também ex

tanto, o tratamento pelo metanol-clorofdrmio e a hidrolise

traem material reativo, com excegao 4o situado nos queratindei-
tos dos extratos mais periféricos da camada granulosa. Estes
resultados sugerem a presenga de colesterol nao - esterificado
nas células mais periféricas da camada espinhosa e nas da cama
da granulosa; © efelto dos tratamentos assinalados sugere que
nos queratindcitos dos extratos mais periféricos da camada gra
nulosa o colesterol se apresente ligado & proteinas; a ligagio
aparentemente & 13bil, uma vez que & rompida pelo  tratamento
por metanol-acido cloridrice (metilaco). No restante da por-
¢ao profunda da eplderme, o colesterol parece nao se apresen-

tar ligado & proteinas, a julgar pelos resultados assinalados.

5.1.2 - Reagao do acido peracetico~Schiff, em cortes
histoldgicos sucessivamente tratados pela ribo

auclease e pela 2,4-dinitrofenil-hidrazina

Apds estaes pré-tratamentos, que tiveram por finalidade
evitar a interferéncia do acido ribonucleico e blogquear a rea-
tividade do grupo carbonila, a reagac do &cido peracdtico-Schiff
apresentou-se levemente positiva no citoplasma dos queratinbci
tos dos extratos mais perifericos da camada espinhosa e da ca-
mada granulosa da epiderme. Portanto, nos mesmos locais em que
havia reatividade do Acido peracéetico-azul de toluidina ocorre
positividade da reacao do dcido peracético-Schiff, o gue coin-
cide com o comportamento do colesterol nao esterificado.

Na porgao superficial da epiderme, tanto a membrana es
pessada quanto o citoplasma das células queratinizadas reagem
positivamente, sendo a reatividade ligeiramente mais intensa
na membrana espessada. A positividade da membrana espessada a
reagao do acido peracético-Schiff, nas condigbes  empregadas,
confirma a presenga de colesterol nao esterificado, pois essa
membrana reage positivamente ao Acido peracetico-azul de tolui

dina. A reatividade do citoplasma das células queratinizadas,
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no entante, parece decorrer da menor especificidade da reacgao
do acido peracético-Schiff, comparada com a reacao do Acido pe

racetico-azul de toluidina, que @ negativa ou fracamente posi.
tiva nesse local.

5.2 - Detecgao do colesterol total (colesterol e dste-
res do colesterol)

ApdOs a hidrdlise prévia dos &steres do colesterol, & pos
sivel demonstrar o colesterol,assim liberado, através da rea—
gao do acido peracético-azul de toluidina. Desta forma, apds a
hidrdélise, além do colesterol nao esterificado seus asteres pas
sam a ser evideanciados.

Os agentes hidroliticos foram empregados em cortes his-

tologicos previamsnte tratados pela ribonuclease ou submetidos
d metilacaoc.

5.2.1 -~ Reagao do &acido peracético-azul de toluidina,
apos hidrdlise pelo Acido sulfiirico-acido acée-
tico, em cortes histoldgicos previamente trata
dos pela ribonuclease

ApOs estes tratamentos, a reagdo do Adcido peracético-
azul de toluidina & fracamente positiva no citoplasma dos que=
ratindcitos, tanto da camada basal quanto dos extratos mais pro
fundos da camada espinhosa; a positividade aumenta nos extra-
tos perifericos da camada espinhosa e, principalmente, na cama
da granulosa,; onde se verifica metacromasia (Figura 12). Nos
extratos periféricos da camada espinhosa e na camada granulo-
sa, além da positividade difusa do citoplasma dos queratindci-
tos, ocorrem peguenos granulos que reagem positivamente; estes
granulos s3c mais numerosos e mals metacromdticos na camada
granulosa. Quando o tempo de hidrdlise pelo &cido sulfirico-
acido acético & mais longo (10 a 16 min.), o numero de granu
los reativos ,aparentemente,diminui, o gue sugere extragéo relo
agente hidrolitico.

Apds os tratamentosg assinalados, material Acido peracé
tico~azul de toluidina positivo aparece, também, no interior do
compartimento extracelular, em correspondéncia com a camada
granulosa; a reatividade & discreta e se apresenta sob a forma

granular ou amorfa, por vezes simulando espessamento da membra
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na plasmatica.

Na porgac superficial da epiderme, os tratamentos refe
ridos intensificam a reatividade da membrana espessada das ce-
lulas queratinizadas, & reagao do dcido peracético-azul de to
luidina. O aumento da reatividade & mais evidente nas areas
mais externas da camada cOrnea. Estes resultados sugerem a pre
senga de ésteres do colesterol, na membrana espessada das célu
las queratinizadas, cuja proporgao parece aumentar em direcao
d periferia da camada cdrnea. Excepcionalmente, em. algumas &-
reas cutaneas, de algumas espécies animais, como ocorre na pe
le do focinrho do cdo, a reatividade da porgao superficial da
epiderme a reagdo do acido peracético-azul de toluidina & mui
to fraca; no entanto, apds a hidrdlise pelo &cido sulfiirico-i-
cido acético a reatividade aumenta fortemente, indicando o pre
dominio dos ésteres sobre o colesterol nao esterificado, nesse
local. Na epiderme de outras regioes do organismc predomina o
colestercl nac esterificado, na membrana espessada das celulas
queratinizadas.

O tratamento pelo acide sulfirico-acido acético, além
de hidrolisar os ésteres do colesterol, parece determinar ex-
tragao parcial do material reativo, principalmente quando a hi

drolise & efetuada durante tempo mais longo {10 a 16 min.).

5.2.2 - Reagao do acido peracéticorazul de toluidina,
apds hidrbBlise pelo dcido sulflirico-fcido acé-
tico, em cortes histoldgicos previamente subme
tidos a metilacao

Em cortes histoldgicos submetidos a estes tratamentos,
a reagao do acido peracético-azul de toluidina & positiva no
citoplasma dos gueratinbcitos, tanto dos situvados nos extratos
médios e periféricos da camada espinhosa gquantoc nos da camada
granulosa. A positividade se traduz, inicialmente, por colora
cao difusa e, nos extratos mais perifBricos da camada espinho
sa e na camada granulosa, por granulagCes finas, localizadas,
principalmente; na periferia da célula; estas granulacdes, &s
vezes, SAa0 metacromditicas. O material granular metacromitico
aumenta nos extratos periféricos da camada granulosa {(Figura
13). Os granulos de queratoialina nd3c se coram e distinguem-se -

pelo elevado indice de refracio.

O compartimento extracelular apresenta, &s vezes, subs
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tancia reativa em correspondencia com a camada granulosa e com
Os extratos mais periféricos da camada espinhosa, simulando es
pessamento da membrana plasmiatica.

Na porcao superficial da eplderme, a membrana espessa-
da das células queratinizadas se apresenta fortemente reativa;
nc entanto, a reatividade geralmente & menor do gue nocs cor-
tes histolBgicos tratados pela ribonuclease; sugerindo que-a me

tilacdo promova extragdo parcial do material reativo.

5.2.3 - Reagao do &acido peracético-azul de toluidina,
apbs5 hidrdlise pelo peridrol-amdnea, em cortes
histoldgicos previamente tratados pela ribonu
clease

A reatividade dos queratinbGecitos da porgac profunda da
epiderme, 3 reagdo do Acido peracético-azul de toluidina, apds
estes tratamentos, @ discreta nos extratos mais periféricos da
camada espinhosa, aumentande na camada granulosa, onde ocor-
rem, por vezes, algumas finas granulacOes. No compartimento ex
tracelular, apenas excepcicnalmente & encontrado material rea-
tivo.

Na porgac superficial da epiderme, a membrana espessa

da das celulas queratinizadas se apresenta fortemente reativa.

5.2.4 - Reagao'do acido peracdtico-azul de toluidina,
apds hidrdlise pelo peridrol-amdnea, em cortes
histoldgicos previamente submetidos & metila-
cao

A reagao do acido peracético-azul de toluidina, efetua
da em cortes histoldgicos assim tratados, demonstra material
reativo em alguns queratinbdcitos mais periféricos da porgio
profunda da epiderme; o material reativo se apresenta difuso,
nao granular. Este resultado revela que a metilagao seguida da
hidrdlise pelo peridrol-amdnea promove extracio do material re
ativo. O compartimento extracelular apresenta-se isento de ma-
terial reativo.

A membrana espessada das ceélulas queratinizadas da por
¢ao superficial da epiderme, quande comparada com cortes histo
10gicos previamente tratados pela ribonuclease, se apresenta

menos corada, sugerindo que a metilagdo promova extragio par



56

cial do material reativo.

3.2.5 - Reagao do acido peracético-azul de toluidina,
apds hidrSlise pelo carbonato-bicarbonato  de
potdssio, em cortes histolGgicos previamente
tratados pela ribonuclease

Apds estes tratamentos, a reacao do acido peracético-
azul de toluidina & fracamente positiva no citoplasma dos que
ratindcitos da camada basal e dos situados nos extratos mais pro
fundos da camada eswinhosa; nos extratos médios da camada es-
pinhosa a reagac & pouco mais intensa. No entanto, nos extra-
tos mais periféricos da camada espinhosa e na camada granulosa
nao hd material reativo, no citoplasma dos queratindcitos, a
nao ser excepcionalmente; este material,guando presente, apa-
rece sob a forma de raros granulos, no citoplasma dos querati-
nocitos da camada granulesa. O compartimento extracelular nao
evidencia material reativo. Hstes resultados sugerem que este
hidrolisante promova extragao parcial do material reativo da
porgao profunda da epiderme.

Na porgéo superficial da epiderme, a membrana espessa
da das ceélulas queratinizadas cora-~se mais intensamente,em com
paragao com cortes nac submetidos i hidrdlise, o gue indica au
sencia de extracao.

5.2.6 ~ Reagado do acido peracético~azul de toluidina,
apds hidrdlise pelo carbonato-bicarbonato  de
potassio, em cortes histologicos previamente
submetidos a metilacao

A reagao do acido peracd@tico-azul de toluidina, apos
estes tratamentos, & positiva apenas em pequenos granulos si-
tuados no citoplasma de raros queratindcites da camada granulg
sa. O compartimento extracelular ndo apresenta material reati
VO.

A reatividade da membrana espessada das células guera-
tinizadas, da porgac superficial da epiderme, apresenta-ge di
minuida apds estes tratamentos, sugerindo que a metilacao de-

termine extrag¢ao parcial do material reativo.

5.2.7 - Sintese
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A comparagac dos resultados da reagao do dcido peracé
tico=azul de toluidina, obtidos em auséncia de hidrdlise e ob-
servados apds o emprego dos agentes hidroliticos, na porgao pro
funda da epiderme, sugere a presencga de ésteres do colesterol,
no citoplasma dos queratindcitos situados nos extratos mais pe
riféricos da camada espinhosa e na camada granulosa; nestes lo
cais, o material reativo se apresenta sob forma difusa ou fina
mente granular, sendo parcialmente extraldo pela metilagao e
por um dos agentes hidrolisantes usados. Na camada espinhosa a
técnica para colesterol total fornece resultados pouco mais in
tensos que os fornecidos pela técnica ademada para revelar co
lesterol nao esterificado, sugerindo ser pequena a proporgao de
ésteres; nos queratinbcitos da camada granulosa, a té&cnica pa-
ra colesterol total fornece resultados bem mais intensos, in
dicando aumento da proporcao de ésteres do colestercl.

No compertimento extracelular, em correspondéncia com
a camada granulosa, foi verificada a presenca de reatividade
discreta, gue Ocorre apenas apds a acao dos agentes hidroliti
cos, principalmente do acido sulfiirico-acido acético.

A comparagao dos resultados sugere que, na porgéo su-
perficial da epiderme, ésteres do colestercl ocorram na menbyra
na espessada das células gueratinizadas, principalmente nos ex
tratos mais periféricos. Convém salientar que, embora a pPropoxr
gac de ésteres do colesterol aumente em direcdo & periferia da
epiderme, o cclesterol nao esterificado ocorre em maior pPropoxr
¢cao que o esterificado, mesmo na camada cdrnea, na gual, prin
cipalmente o colesterol nao esterificado & encontrado na mem-

brana espessada das células queratinizadas.
5.3 =~ Detecgao do colesterol total pelo teste de Schultz

Este teste fornece reagac positiva, de fraca intensida
de, na porgio profunda da epiderme e pouco mais forte na por-
¢ao superficial.

Na porgac profunda da epiderme, a reacdo & mais nitida
nas camadas espinhosa e granulosa, do que na camada basal; nes
ta ltima, os queratindcitos apresentam contorno’ nitido,
pois a membrana plasmdtica se cora mais fortemente do que o ci
toplasma. O espago intercelular, inclusive as espinhas de  u-
niaoc, se apresentam discretamente corados, nes extratos mais

perifericos da cawmada espinhosa e na camada granulosa.
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Na porgao superficial da epiderme, a reacdo &  pouco
mais intensa nas areas mailis profundas do gue nas periféricas.A
membrana espessada das células queratinizadas apresenta-se mais
corada do que o citoplasma, principalmente nas regides mais in
ternas da camada cdrnea. Na epiderme espessa, por vezes, ocor
re faixa menos reativa correspondente a camada lucida.

Comparando-se o0s resultados obtidos pelo © teste de
Schultz com os fornecidos pela reagao do acido peracético-azul
de toluidina, apds hidrdlise dos ésteres do colesterol, verifi
ca-se que embora exista alguma correspondéncia,entre ambos, es
ta ndao & total. Assim, na porgac profunda da epiderme, o com-
partimento extracelular apresenta mais material Schultz pesiti
vo do que acido peracético-azul de toluidina positivo; na por
cao superficial da epiderme, o citoplasma das células querati-
nizadas apresenta maior reatividade ao teste de Schultz do que
a técnica do acido peracético-azul de toluidina. Esta  discor
dancia nac decorre de maicr sensibilidade do teste de Schultz,
conforme pode ser por nds demonstrado em modelos de papel de
filtro (SILVEIRA & HADLER, resultades nao publicados). Além
disso, a analise dos resultados, em modelos de papel de filtro,
revela que ¢ teste de Schultz & positivo com o colesterol e
seus esteres, com o 7-deidrocolesterol e com a vitamina D.Por
outro lade, no teste de Schultz ocorre difusao do produto cora
do, © que determina localizacao imprecisa do material reativo,
nos cortes histoldgicos. Por estes motivos, a detecgao histo-
quinica do colestercl e seus ésteres, baseada na reag¢do do aci
do peracetico—azul de toluidina, € mencs sujeita a causas de
erro.

6 - Detecgzo histoquimica da vitamina D e do 7-~deidro
colesterocl

6.1 - Reacdc do permanganato alcalino-azul de toluidi-
na

Esta reagao foi efetuada em cortes histoldgicos previa
mente tratados pela ribonuclease ou submetidos & metilacgao,com
a finalidade de evitar a interferencia de substancias basdfi-

las, principalmente do acido ribonucleico, nos resultados des
ta reagao.
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6.1.1 - Reagdo do permanganato alcalino-azul de tolui
dina, em cortes histoldgicos previamente trata
dos pela ribonuclease

Na porgao profunda da epiderme, a reagao do permangana
to alcalino-azul de toluidina, apds este tratamento, revela
material reativo no citoplasma dos queratindcitos dos extratos
mals periféricos da camada espinhosa e nos da camada granulo-
sa; este matericl se apresenta sob a forma de finas granula-
¢Oes,cujo nimero aumenta na camada granulosa, na maioria  das
espécies animais estudadas. No entanto, em uma destas espécies
(gambd), as granulagles s8o excepcionalmente grosseiras e mui
to abundantes, cujo diametro aumenta em direcio & periferia
(Figura 14); os gueratindcitos da camada granulosa apresentam
0 citoplasma itotalmente preenchido pelas granulagoes, Convém
salientar que, em todas as espécies estudadas, as granulagaes
reativas desaparecem bruscamente, no momente em que os querati
nocitos da camada granulosa se transformam em células cérneas,
dotadas de membrana espessada.

Em todas as espécies animais estudadas, os granulos de
queratoialina nao apresentam reatividade, indicando gque no ci-
toplasma dos queratindcitos da camada granulosa ocorrem grang
los de diversas naturezas. Dentre estes granulos, cumpre desta
car os de pequenas dimenstes e didmetro uniforme, gue reagem po
sitivamente ao permanganato alcalino-azul de toluidina, mesmo
apds o tratamento pela ribonuclease: estes granulos situam-se
entre os de queratolalina e sua reatividade indica a presenca

de vitamina BD.

O compartimento extracelular nao apresenta material re
ativo.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células queratinizadas apresenta-se fortemente reativa,
ac contrario do citoplasma que reage fracamente ou nic reage.
Algumas vezes, a membrana espessada apresenta aspecto irregu-
lar, sugerindo justaposicac de granulos em sua face interna.
Iste resultado sugere, além disso, relagao entre © espessamen
to da membrana plasmitica e os granulos reativos, presentes na
periferia do citoplasma dos queratinocitos da camada granulosa.

A intensidade da reatividade da membrana espessada das
células queratinizadas diminui em direcdoc 3 periferia da cama-

da cOrnea. Na epiderme delgada, a reatividade da membrana es-
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pessada & maior do gue na epiderme espessa.

6.1.2 -~ Reagao do permanganato alcalino-azul de tolui

dina, em cortes histoldgicos submetidos & meti
lagao

Em cortes previamente metilados, a reagao do permanga
nato alcalino-azul de toluidina & positiva no citoplasma  dos
queratindcitos dos extratos periféricos da camada espinhosa e
nos da camada granulosa (Figura 15), sendo a reatividade seme-
lhante & dos cortes tratados pela ribonuciease. O material rea
tivo se apresenta sob a forma de fina granulagdo metacromAti
ca, situada no interior do citoplasma. Este resultado indica
que © material reativo nao & extraido pelo metancl-acido clorl
drico, usadc para a metilagéo, sugerindo que a vitamina D e o
7-deidrocolesterol estao complexados com proteinas: isto ocor-
re na maioria das espécies estudadas, nas quais o material rea
tivo & finamente granular. No entanto, no gamb&d a metilacao re
move guase totalmente og granulos reativos grosseiros, situa-
dos no citoplasma dos queratindeitos da porg@o profunda da epi
derme, sugerindc gque, nesta espécie, a vitamina D esteja livre
ou labilmente ligada 3 proteinas.

No compartimento extracelular nao had material reativo
ao permanganato alcalino-azul de toluidina, na porgdo profunda.

Na porgao superficial da epiderme, a reatividade da
membrana espessada das celulas queratinizadas nic & afetada pe
la metilagao, pois a intensidade da reagio & comparével 3 dos

cortes histoldgicos tratados pela ribonuclease.

6.1.3 - Agao da fixagao pela formalina-bicloreto de mer
clirio

Cortes histoldgicos de pele, assim fixada, apresentam
forte inibicao da reatividade do citoplasma dos queratindcitos
da porgaoc profunda da epiderme e, também, da membrana espessa-
da das celulas queratinizadas, & reagdo do permanganato alcali
no-azul de toluidina. Este comportamento & idéntico ao apre-
sentado pela vitamina D, cuja reatividade & inibida pela fixa
cao com formalina-bicloreto de mercirio; porém, difere do com-

portamento do colestercl, cuja reatividade nido & inibida  por
esta fizxagao.
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6.1.4 - Acao do metanol-clorofdrmio

O tratamento por este solvente nfo modifica, aparente
mente, a reatividade, tanto dos queratindcitos da porgao pro-
funda guanto das células queratinizadas da porgao superficial
da epiderme, & reagao do permanganato alcalino-azul de tolui-
dina. Estes resultados indicam que o material reativo nioc & ex
traido pelo metanol-cloroférmic. No entanto, em uma espécie a-
nimal (gamba) ele & extralido pelo metanol-dcido cloridrico {me
tilagao), sugerindo que a vitamina D esteja complexada com pro
teinas e o complexo, embora resista ao efeito de um solvente po
lar (metanol-clorofdrmio), & afetado por solvente polar adicio
nado de &cido cloridrico. Na maioria das espécies estudadas,

todavia, o material reativo nio & extraido pelo - metanol-Acido
cloridrico.

6.1.5 - Agdo do metanol-cloroférmio-~&cido cloridriceo

Este solvente, nas condigoes usadas, extrai quase to-
talmente o material reativo da epiderme, sugerindo que © com-

plexo vitamina D-proteina & cindido por este tratamento.

6.1.6 - Agao da hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio

O material permanganato alcalino-azul de toluidina po-
sitivo, do citoplasma dos queratindcitos da porgdc profunda da
epiderme, & pouco afetado pela acdo hidrolitica do hidréxido
de potassio. Apds este tratamento, o nimero de granulos reati-
vOs, situados no interior dos queratindcitos das camadas espi-
nhosa e granulosa, parece diminuir, principalmente os de menor
diametro; este resultado sugere extragac parcial do material
reativo.

Na porg¢ao superficial da epiderme, © tratamento pelo
hidrdoxido de potdssio, também, extrai parcialmente o material
permanganato alcalino-azul de toluidina positivo, da membrana
espessada das células queratinizadas, principalmente guando o
tratamento & efetuado por 45 minutos.

6.1.7 -~ Agao do Acido perfdrmico

Os cortes histoldgicos previamente tratados com &acido
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performico e depois submetidos A reagac do permanganato alcali
no-azul de toluidina se desintegram inteiramente, o que impe
de a aplicagao desse tratamento.

£.1.8 ~ Sintese

A reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina &
positiva no citoplasma dos queratindcitos situados nos extra-
tos mais periféricos da camada espinhosa e nos da camada gra-
nulosa; o material reativoe apresenta aspecto granular. Esta re
atividade nao & afetada pela ribonuclease, nem pelo tratamento
com metanocl-clorofdrmio, & diminuida pelo efeitc do  metanol-
acido cloridrico, em apenas uma das espécies animais estudadas,

A reatividade da membrana espessada das células quera-
tinizadas nao @ afetada pela ribonuclease, pelo metancl-cloro-
formio, nem pelo metanol-acido cloridrico wusado para a metila
cao. A fraca reatividade do citoplasma das células queratiniza
das, presente em algumas areas, foi interpretada como decorrén
cia da difusdo do material reativo contido na membrana espessa
da.

Por outro lado, a reatividade, tanto da porgao superfi
cial da epiderme guanto da porgao profunda, € inibida pela fi-
xagao com formalina-bicloreto de mercurio, o gue coincide com
o comportamento da vitamina D.

Uma vez gue ¢ material reativo dos gueratindcitos nao
& extraldo pelo metanol-clorofbérmio, & paréialmente extraido
pelo hidroxido de potassio e quase totalmente removido pelo me
tanol-clorofdrmio-acido cloridrico, pode-se supor gue esteja li
gado com proteinas. O tratamento pelo metanol-&cido cloridrico,
usado para a metilacao, que extrali o material reativo dos que~
ratindcltos das camadas espinhosa ¢ granulosa de uma das espé-
cies animais estudadas, sugere que a estabilidade do complexo
protéico apresente diferenca guante ao grau de estabilidade,

em relagac com a especie animal.

6.2 - Reacao do permanganato alcalino-Schiff, em cor-
tes histoldgicos previamente tratados pela 2,4-

dinitrofenil-hidrazina

ApOs este tratamento, oS8 queratindcitos das camadas es

pinhosa e granulosa, cujo citoplasma reage positivamente & rea
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¢do do permanganato alcalino~azul de toluidina, reagem, também,
a0 permanganato alcalino-Schiff, o que constitui argumento a
favor de ser a vitamina D responsavel pela reacao positiva. No
entanto, em cortes histoldgicos praviamente oxidados,pelo per-
manganato alcalino, a coloragao pelo reativo de Schiff & menos
seletiva do que a desenvolvida pelo azul de toluidina, o que
indica gue a reagdn do permanganato alcalinc-azul de toluidina
e mais especifica.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células gqueratinizadas & permanganato alcalino-Schiff po
sitiva (Figura 16). Embora nac ocorra grande seletividade da
coloragéo, a merbrana espessada reage como se contivesse vita

mina D ou 7-deidrocalesterol.

6.3 - Zfelto de agentes hidroliticos sobre a reacdo do

parmanganato alcalino-azul de toluidina
4 g

0s agentes hidroliticos empregados foram os mesmos que
se mostraram aptos em hidrolisar os ésteres de colesterol: seu
efelto foi testado em relagac a vitamina D com a finalidade de
se demonstrar complexos da vitamina D ou do 7-deidrocoleste-
rol. Os agentes hidroliticos foram empregados em cortes histo-

16gicos previamente tratados pela ribonuclease ou submetidosg a
metilagao. '

6.3.1 - Reagao do permanganato alcalinc-azul de tolui
dina, apds hidrdlise pelo dcido sulfirico-aci-
do acético, em cortes histolégicos previamente

tratados pela ribonuclease

Apds estes tratamentos, a reagdo do permanganato alca
lino-azul de toluidina & positiva no citoplasma dos queratind
citos dos extratos periféricos da camada espinhosa; a positivi
dade & mais intensa na camada granulosa, onde ocorrem granula
¢oes positivas, que sdo extraidas quando a hidrdlise pelo &Aci-
do sulfiirico-icido acético & efetuada por 10 minutos ou mais.
Os granulos de gueratoialina nao se coram. Q espago intercelu-
lar se apresenta preenchido por substancia reativa em toda ex
tensao da porcao profunda da epiderme; a reatividade do compar
timento extracelular, no entanto, € mais intensa nas imedia-
¢oes da camada granulosa.
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Na porgao superficial da epiderme, a hidrdlise pelo a-
cido sulfurico-acido acético nao altera a reatividade das calu

las queratinizadas, principalmente de sua membrana espessada.

6.3.2 - Reagao do permanganato alcalino-azul de tolui
dina, apds hidrdlise pelo acido sulfiirico~aci-
do acético, em cortes histoldgicos previamente
submetidos a4 metilacao

Em corites histoldégicos submetidos a estes tratamentos,
a reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina, na porgdo
profunda da epiderme, revela reatividade do citoplasma dos que
ratindcitos da camada espinhosa e, principalmente, da camada
granulosa (Figura 17). Na camada espinhosa a reatividade cres-
ce em direcao a periferia e adguire aspecto granuloso, que se
conserva na camada granulosa. 0 espago intercelular apresenta.
material reativo em toda a extensdo da porgéo profunda da epi-~
derme, sendc a intensidade da reatividade maior nas areas pro-
ximas a camada granulosa (Figura 18), onde o material reativo
pode se apresentar sob forma granular.

Na porcao superficial da epiderme, a membrana espessa
da & fortemente reativa (Figuras 17 e 18), aoc contririo do cito
plasma das cé&lulas queratinizadas gque nao se cora ou apresen
ta leve reatividade.

6.3.2 ~ Sintese

Apds a hidrdlise pelo &cido sulflrico~acido acético so
braevém aparecimento de substancia reativa no espago intercelu-
lar; a reatividade do citoplasma dos queratinbcitos da porgao
profunda da epiderme e da membrana espessada das células quera
tinizadas & pouco afetada pela hidrOlise. Assim sendo, a hidrd
lise torna reativo o material do compartimento extracelular,
que se apresentava mascarado, devido & presenga de complexos.
Por ocutro lado, foi também observado que quando o tempo de hi-
drolise & mais curto (4 a 5 min.), o desmascaramento da reati-
vidade do material eztracelular € menor (Figura 17); cuando o
tempo de hidrblise & mais longo (10 a 16 min.), o dJdesmascara-
mento & mais evidente, mas simultaneamente ocorre extragdo do

material reativo intracitoplasmico (Figura 18).
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6.3.4 - Reagao do permanganato alcalino-azul de tolui
dina, apds hidrdlise pelo peridrol-amdnea, em
cortes histoldgicos previamente tratados pela
ribonuclease

A reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina, a-
pOs estes tratamentos, fornece resultados semelhantes aos encon
trados nos cortes histoldgicos nao submetidos & hidrdlise; no
entanto, o material reativo de aspecto granular, do citoplasma
dos queratindcitos da camada granulosa, torna-se mais evidente
(Figura 19). Além disso, a reatividade do espago intercelular
tamb&m & evidenciada apds este tratamento; o material reativo,
sltuado entre os queratindecitos dos extratos mais profundos da
camada granulosa, simula espessamento da membrana plasmética. Os
granulos de queratoialina n3o se coram.

Na porgao superficial da epiderme, esses tratamentos nao
alteram a reatividaede da membrana espessada das células queratinizadas.

Convém assinalar que o tratamento pelo peridrol-amdnea
determina, também, aparecimento de material ferricianeto férri
co positivo no espago intercelular, da porgac profunda da epi-
derme, nos mesmos locais em que a substdncia permanganato alca
lino-azul de toluidina & desmascarada (SILVEIRA & HADLER, resul
tados nao publicados). Considerando que a vitamina D e 7-deidro
colesterol reagem positivamente & reagac do ferricianeto férri-
co, este resultado constitul argumento em favor de gue o mate-
rial permanganato alcalinovazul de toluidina positivo, desmasca
rado pelo peridrol-amonea, seja constituido pela vitamina D e

pelo 7-deldrocolesterol, ac menos em parte.

6.3.5 «~ Reagac do permanganatc alcalino-azul dJde tolui
dina, apds hidrSlise pelo peridrol-ambnea, em
cortes histoldgicos previamente submetidos a

metilacao

A reatividade dos queratinbcitos da porgao profunda da
epiderme e do compartimento extracelular, apds estes tratamen-
tos, & semelhante & verificada nos cortes tratados pela ribo-
nuclease, embora seja mais fraca. Fato semelhante ocorre com a

membrana espessada das células gueratinizadas.

6.3.6 -~ Sintese
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Os resultados obtidos apds a acgdo hidrolitica do perd
drol-amdnea sio semelhantes aos fornecidos pelo acide sulffri-
co-acido acético; porém, a intensidade da reatividade do com
partimento extracelular & menor, sugerindo menor efeito desmag
carante. Por outro lado, o efeito extrativo, deste agente hi-
drolitico, sobre os grénulos intracitoplismicos dos queratind-
citos da porgao profunda da epiderme & menor, permitindo visua
lizar nitidamente granulag¢Oes reativas grosseiras, situadas no
citoplasma das células da camada granulosa. Como estas granula
¢Oes ndo eram observadas em auséncia da hidrdlise, & possivel
Supor que os agentes hidroliticos tenham desmascarado a vitami

na D e o 7-deidrocclesterol, contidos nestes granulos.
g

6.3.7 - Reagao do permanganato alcalino-azul de tolui
dina, apds hidrblise pelo carbonato~bicarbona-
to de potassio, em cortes histolégicos previa-

mente tratados pela ribonuclease

G efeito destes tratamentos, no gque se refere ao mate
rial reativo do citoplasma dos queratindcitos da porgao profun
da da epiderme, & semelhante ao dos tratamentos peloshidrolisan
tes precedentes. No entanto, no compartimento extracelular nio
aparece material reativo, sendo dificil avaliar se este fato &
devido ao menor efeito desmascarante ou se resulta de extracgao
pelos reativos utilizados.

Na porgac superficial da epiderme, ocorre redugac da
reatlvidade da membrana espessada das células gueratinizadas ,
revelando gque a hidrdlise pelo carbonato-bicarbonato de potég

sio extrai, parcialmente,c material reativo.

6.3.8 - Reagao do permanganato alcalino-azul de tolui
dina, apds hidrdlise pelo carbonato-bicarbona-
to de potassio, em cortes histoldgicos previa-

mente submetidos & metilacédo

A reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina,
quando efetuada apds estes tratamentos, revela grande diminui
gac da reatividade, tanto dos queratindcitos da porgac profun
da guanto das c2lulas queratinizadas da porgao superficial da
epiderme; estes resultados sugerem intensa extracgao do mater

rial reativo, o que revela serem estes tratamentos inadeguados.
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E interessante assinalar que, em relagao ao colesterol,
estes tratamentos apresentam efeito extrativo muito menos “in-
tenso, pois o colesterol,situado na membrana espessada das cé-
lulas queratinizadas,é apenas parcialmente extralido. Estes re-
sultados sugerem gue a estabilidade da ligacaoc do colesterol
com proteinas seja maior do que a da liga¢ao entre a vitamina
D e proteinas.

6.3.9 - gintese

Estes tratamentos sao inadequados para o desmascarameg
to da vitamina D e do 7-deidrocolesterol, situados nos querati
nbcitos epid@rmizos, pois eles apresentam grande efeito extra-~
tivo.

7 = Detecgao histoquimica do tocoferol
7.1 - Reagao do dcido perférmico~azul de toluidina

O azul de toluidina, em pH 0,3, revela a presenca de
material basdfilo nos queratindcitos da porgio profunda da epi
derme; esta basofilia & quase totalmente abolida pelo tratamen
to com a ribonuclease e suprimida pela metilagao; por estes mo
tivos e para facilitar a interpretacaoc dos resultados, a rea-
¢ao do &cido parfdrmico~azul de toluidina foi analisada em cor

tes histoldgicos submetidos a um destes tratamentos.

7.1.1 - Reagao do dcido perférmico-azul de toluidina .

em cortes histoldgicos previamente tratados pe
la ribonuciease

Na porgao profunda da epiderme, em cortes histoldgicos
tratados pela ribonuclease, os resultados desta reagac sac ne-
gativos (Figura 20). Tanto os queratindcitos quanto o comparti
mento extracelular nao apresentam reatividade. Os granulos de
queratoialina também nao se coram.

Na porgao superficial da epiderme, ao contrario, a mem
brana espessada das células gqueratinizadas reage fortemente
(Figura 20); o citoplasma nao se apresenta reativo ou, por ve
zes, apresenta fraca reatividade; esta {ltima foi considerada

destituida de significado (difusao) .
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Estes resultados revelam, também, que o material forte
mente reativo da membrana espessada das células queratinizadas

nao & afetado pelo tratamento com a ribonuclease.

7.1.2 ~ Reagao do acido perfdrmico~azul de toluidina,

em cortes histoldogicos submetidos & metilacgdo

Apds a metilagao, a reacdo do acido perfdrmico-azul de
toluidina & negative na porgdo profunda da epiderme. Na porgao.
superficial, a membrana espessada das c8lulas gueratinizadas &
fortemente reativa, principalmente nog extratos mais internocs
da camada cbOrnea {(Figura 21). Estes resultados indicam que a
metilagao nao interfere na reatividade da membrana espessada

das células queratinizadas.

7.1.3 ~ Agdo da fixagdo pela formalina-bicloretode mer
cirio sobre a reacac do acido perfdrmico-azul

de toluidina

Em cortes histoldgicos assim fixados, a reagdo do 4ci
do perfdormico-azul de toluidina & negativa em toda a epilderme,
inclusive na membrana espessada das células gqueratinizadas. Es
te resultado revela gue o comportamento do material reativo &
semelhante ao apresentado pele tocofercl, cuja reatividade & i
nibida por esta fixacao, em modelos de papel de filtro.

0 efeito inibidor da formalina-bicloreto de mercirio,
sobre a reagao 4o acido performico-azul de toluidina, & par~
cialmente revertido guando se efetua hidrolise pelo hidrdxido
de potl@ssio 0,1 N, durante 20 a 45 minutos, antes de se reali
zar a reagado. Nestas circunstlncias, a membrana espessada das
células queratinizadas torna-se reativa, da mesma forma.que a
membrana plasmdtica dos queratindcitos e o espago intercelular
da porgao profunda da epiderme, que também passam a reagir fra
camente.

7.1.4 - Agao do metanol-clorofdrmio sobre a reacdo do

acido perfdrmico-azul de toluidina

Este solvente nao modifica a reatividade dos gueratind
citos da porgao profunda da epiderme, & reaczo do Acido perfdr

mico-azul de toluidina. Todavia, em uma das espdcies animais
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estudadas (gamba), apds o tratamento pelo metanol-clorofdormio,
o citoplasma dos queratindcitos dos extratos veriféricos da ca
mada espinhosa apresenta reatividade muito discreta, que ocor:
re sob a forma granular, a qual desaparece na camada granulo-
sa. Devido a ests fatc e por ser esta reatividade totalmente
inibida pela metilagao, & provavel tratar-se de basofilia de
outra natureza,que & desmascarada pelo tratamento com metanol
clorofdrmio. Por outro lado, as granulagoes levemente reati-
vas, ao acido performico-azul de toluidina, situadas no cito-
plasma dos gqueratindcitos, apresentam diferencas morfoldgicas
quando comparadas com as granulagoeg de vitamina D; estas ulti
mas, além disso, s&0 encontradas, também, na camada granulosa
onde, aliZs, sdc mals numerosas e apresentam maiores dimensdes.
Devido a estes motivos, estas granulagoes nao devem ser identi
ficadas &s de vitamina D; sua natureza nio pdde ser determina
da.

Na porcao superficial da epiderme, o tratamento  pelo
metanol-clorofdrmio, aparentemente, nio modifica a reatividade
da membrana espessada das células gueratinizadas,i reacdo  do

acido perfdrmiso-azul de toluidina.

7.1.5 ~ Agac do metanol-cloroférmio-icido  cloridrico

sobre a reagac 4o acido performico-~azul de to-
luidina

Apbs este tratamento, a membrana espessada das celulas
queratinizadas. que & a Unica estrutura epid@rmica que  reage
positivamente & reagao do acido perfdrmico-azul de toluidina,
nao mails reage positivamente ou apenas reage muito fracamente.
Este resultado indica que o solvente, nas condicoes usadas, &
capaz de extrair ¢ material reativo da membrana espessada das
células queratinizadas. '

Estes resultados s3o obtidos, em cortes histoldgicos,
quando o metanol-clorofdrmic-dcido cloridrico & empregado a
60°C; quando o trateamento é efetuado a 38°C ou 3 temperatura
ambiente, a remogao do material reativo da porcac superficial

da epiderme & parcial, embora seja intensa.

7.1.6 - Agao do hidrbxido de potdssioc sobre a reagdo do

dcido perfdrmico-azul de toluidina
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A hidrdlise pelo hidrdxido de potissic reduz a reativi
dade da membrana espessada das células queratinizadas, princi-
palmente quando efetuada durante 45 minutos. _

Por outro lado, este tratamento determina aparecimento
de reatividade no compartimento extracelular da porgao profun
da da epiderme; o material reativo se cora metacromaticamente,
dispOe~se de forma heterogénea, geralmente & amorfo ou, ds ve
Zes, granular.

Estes resultados sugerem que a hidrdlise pelo hidroxi
do de potdssic apresenta efeito desmascarante sobre o tocofe-
rol contido no compartimento extracelular; sdo observados, tam
bém, em cortes previamente tratados pelo metanol-cloroférmioc '
indicando que a extragao prévia de lipides livres nio determi
na extragao do “ocoferol mascarado.

7.1.7 ~ Agac da hidrdlise pelo peridrol-aménea sobre a
reagao do acido perfdrmico-azul de toluidina,
em cortes histoldgicos previamente tratados pe

la ribonucleasge

A reagao do &cido performico-azul de toluidina,apbs es
te conjunto de tratamentos, mostra material reativo de aspecto
granular, corado metacromaticamente em plrpura, no comparti-
mento extracelular da porgao profunda da epiderme (Figuras 22
e 23). A reatividade & discreta e heterogénea; além disso, ini
cialmente aumenta proporcionalmente com o tempo de tratamento
pelo peridrol-ambnea; ultrapassado determinado tempo (3 min.)
a reatividade diminui, sugerindo que o material reativo & pPro-
gressivamente dasmascarade e sucessivamente extraido pelo tra-
tamento.

A membrana espessada das células queratinizadas,da por
¢ao superficial da epiderme, continua Acido performico-azul de
toluidina reativa, apds estes tratamentos, embora a intensida-
de 'da coloragao, por vezes, se atenue, sugerindo extragao par
cial do material reativo. Esta extracao & tanto maior guanto
mais longo o tempo de tratamento pelo peridrol-amdnea. Além
disso, quando o tratamento & prolongade sdo observadas peque-
nas goticulas reativas, superpostas & membrana espessada,o que

corrobora com a hipdtese de ser extraldo o material reativo.

7.1.8 - Agao da hidrBlise pelo peridrol-amBnea so
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bre a reagao do acido verfdrmico-azul de tolui
dina, em cortes histoldgicos previamente subme
tidos & metilacao

Apds a metilagdo,o material reativo situado no compar
timento extracelular da por¢ao profunda da epiderme ndo & en-
contrado, a nao ser em raros locais, sugerindo que a metilacgdo
apresente efeito extrativo sobre o material reativo.

Na porgao superficial da epiderme,a metilagdo nio ex-
trai o material reativo da membrana espessada das células que-

ratinizadas (Pigura 24),

7.2 - Reagd@o do acido perfdrmico-Schiff, em cortes his
tologicos previamente tratados pela 2,4-dinltro-

fenil~hidrazina

Esta reagao, quando efetuada nestas condigdes, apresen
ta positividade no mesmo local em que a reagdao do dcido perfdr
mico-azul de toluidina & positiva, ou seja, na membrana espes
sada das células queratinizadas. No entanto, embora a membra
na espessada reaja mais intensamente, também o citoplasma das
células queratinizadas apresenta reatividade ao acido performi
co-Schiff, o gue indica menor especificidade desta Oltima rea-
¢ao. Este resultado revela gue a membrana espessada das célu-
las queratinizadas reage positivamente ao acido perfdrmico-azul
de toluidina e @0 Acido perfdrmico-Schiff, da mesma forma que
o tocoferol.

7.2.1 - Agao da fixacgdc pela formalina-bicloretode mer
clirio sobre a reacdo do acido performico-Schiff ,
em cortes histoldgicos previamente tratados pe

la 2,4~dinitrofenil-~hidrazina

A fixagao em formalina-bicloreto de mercirio inibe a
reatividade da membrana espessada das células queratinizadas &

esta reagdao. Este resultado & semelhante ao que se verifica com
0 tocoferol.

7.2.2. -~ Agao do metanol-cloroférmio sobre a reagio do i

cido performico-Schiff
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0 tratamento por este solvente nio interfere na reati

vidade da membrana espessada das celulas queratinizadas & rea-

¢ao do acido perférmico-Schiff, da mesma forma gue nao altera
a reatividade da membrana espessada 4 reacdo do Acido perférmi

co—azul de teluidina,

Na porgao profunda da epiderme, o tratamento pelo meta

nol-clorofdrmio nao modifica a reatividade i reaclo do  &cido
perfOrmico~Schisf.
7.2.3 - Agao do metanol-clorofdrmio-dcido cloridrico so

bre a reagao do acido perfdrmico-Schiff

Apds este tratamento, o material acido perfdrmico-
Schiff positive, da membrana espessada das células queratiniza
das, & guase ltotalmente extraido, da mesma maneira gue ocorre

com o material acido perfdrmico-azul de toluidina positivo.

7.2.4 - Agzo da hidrdlise pelo hidrdxido de  potéssio
sobre a reagdo do dcido perfdrmico-Schiff, em
cortes histolOgicos previamente tratados pela

2,4~dinitrofenil-hidrazina

A hidrdlise alcalina extrai, parcialmente, © material
reative da membrana cespessada das celulas queratinizadas. Este
efeito & semeihante ao verificado com a reacdo do dcido perfor
mico-azul de toluidina.

No que diz respeito a porg¢ao profunda da epiderme, &
hidrOlise pelo hidr8xido de potissic determina o aparecimento
de material fracamente reativo no espaco intercelular. Este re
sultado & também semelhante ao verificado com a reacdo do &ci
do perfdrmico-azul de toluidina.

7.2.5 - Agao do peridrol-amdnea sobre a reacdo do aci
do performico~-Schiff, em cortes  histoldgicos
previamente tratados pela 2,4~dinitrofenil-hi-

drazina

Este tratamento determina o aparecimento de material
acido perfdrmice-Schiff positivo, no compartimento extracelular
da porgao profunda da epiderme, o qual apresenta aspecto granu

lar. Por outro lado, a membrana espessada das céalulas gquerati-
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nizadas, aparentemente, nao modifica sua reatividade apds este
fratamento. Estes resultados sao semelhantes aos obtidos com a

reacao do &cido perrfOrmico~azul de toluidina.

A reacao do acido perfdrmico-azul de toluidina revela
auséncia de material reativo na porgdo profunda da epiderme; no
entanto, apds a hidrdlise com hidroxido de potissio ou com pe-
ridrol-amdnea aparece material reativo, no compartimento extra
celular dessa porgac da epiderme, devido ao efeito desmascaran
te desses tratamentos.

A membrana espessada das células gueratinizadas reage
fortemente ao &cido perfdormico-azul de toluidina, reatividade
esta inibida pela fixacao com formalina-bicloreto de merclrio,
mas nao afetada pelo tratamento com metanol-~cloroformio;a subs
tancia reative & extraida quase totalmente pelo metanol-cloro-
formio-acido cloridrico e parcialmente removida pela hidrdlise
com hidrdxido dz potassio ou com peridrol-amonea.

Nos mesmos locais em que ocorre positividade da reacgao
do acido performico-azul de toluidina, ocorre positividade da
reacao do acido performico-Schiff, que também & inibida  pela
fixacdo com formalina-bicloreto de mercurio; o material reati-
vo & extraido por metanol-clorofbrmio-dcido cloridrico. Por ou
tro lado, a hidrdlise alcalina e a agao do peridrol-ambnea de
terminam aparecimento de material &cido perfdrmico-Schiff posi
tivo, no compartimento extracelular da porgao profunda da epi-
derme.

Estes rvesultados indicam que o0 material &cido performi

co-azul de toluidina positivo apresenta as propriedades histo
guimicas do tocoferol.

8 - Deteccao histogquimica de grupos redutores
8,1 - Reacao do ferricianeto férrico

Na poxrgao profunda da epiderme, a reagao do ferriciane
to ferrico & fraca, em comparag¢ao com a porgao superficial (Fi
furas 25 e 26)}. A membrana plasmatica e © espago . intercelular ~
coram~se mais intensamente do que o citoplasma. Na regiao mais

periférica da porgac profunda da epiderme, correspondente a ca
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mada granulosa, h2 estreita faixa mais reativa {(Piguras 25 e 26),
onde se encontram poucos granulos corados, no citoplasma dos
queratinbcitos, os guais nao correspondem aos granulos refrin-
gentes de queratoialina, gue nao se coram.

Na porcac superficial da epiderme, o citoplasma das cé
lulas queratinizadas cora-se fortemente (Figuras 25 e 26); a
membrana espessada cora-se mals fracamente (Figura 26) ,Este re

sultado @ bem evidente na epiderme espessa. Ma regido mais in
terna da porgao superficial da epiderme espessa, na area cor-
respondente & camada llicida, ocorre estreita faixa aparentemen

te nao reativa (Figuras 25 e 26).
8.1.1 - Agac do bicloreto de merciirio

8.1.1.1 -~ Agao da fixagao pela formalina-bicloreto de

mercurio

A fixagao pela formalina-bicloreto de merciirio, geral
mente, determina diminuigao da intensidade de reacido do ferri-
cianeto ferrico, principalmente na porgac superficial da epi-
derme (Figura 27; comparar com Figura 25}, a qual atinge tanto
O citoplasma quanto a membrana espessada das c&lulas querati-~
nizadas. Algumas vezes, também a intensidade da reacdo da pox
gao profunda apresenta-se diminuida; a maior reatividade da re
giao correspondente A camada granulosa continua a ocorrer, mes
mo apds esta fixagao.

Na porg¢ao superficial desaparece a estreita faixa me-
nos corada, correspondente & camada l{icida. A intensidade da
inibigéo, provocada pela formalina-bicloreto de merclirio, var
ria com o tempo de fixagao, sendo fraca em tecidos fixados por
ate 48 horas e intensa em tecidos mantidos no fixador por va-
rios meses.

8.1.1.2 « Agao do bicloreto de merciirio, em cortes his

toldgicos de pele fixada em formalina-cilcio

Quando o bicloreto de merclirio & usado em solugdo satu
rada, durante 1 hora, em cortes histolBgicos previamente fixa
dos em formalina-ci&lecio, o efeito & menor; ocorre inibicdo da
reatividade, & reagac do ferricianeto férrico, principalmente

nas regioes mais internas da porgao profunda da epiderme. Na
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porgao superficial a inibicao & pequena e a camada lfcida con
tinua se apresentando muito pouce reativa. Quando o tempo de
tratamentec, pela solugac saturada de bicloreto de mercurio, &
prolongado durante 14 horas, ocorre diminuicao da reatividade
da camada granulosa e alargamento da faixa poucce reativa, cor-
respondente & camada llcida.

8.1.2 - A¢ao do metanol-clorofdrmio

Este solvente, aparentemente, nao tem efeito sobre a
reatividade da epiderme 3 reacdo do ferricianeto férrico. Este
resultado sugere que o material ferricianeto férrico positivo
nao & constituido por lipides livres.

8.1.3 - Acao do metanol-clorofdrmio-zcido cloridrico

O tratamento por este solvente intensifica a reativida
de da porgac profunda da epiderme, onde o0s queratindcitos pas-
sam a apresentar cocloragac mais intensa do citoplasma, embora
nao apresentem granulacoes; a membrana plasmatica dos querati-
nécitos e o espago intercelular s3o fracamente reativos, em ccm
paracao com o citoplasma.

Na porgzo superficial da epiderme, ocorre diminuicao da
reatividade do citoplasma das celulas queratinizadas; aoc con-
trario, a membrana espessada, gue era fracamente reativa,antes
do tratamento, torna~se bem reativa, corando-se mais intensa
mente gque 0 citoplasma. Por outro lado, apds a agaoc do solven
te a estreita faixa com menor reatividade, localizada na area
correspondente & camada luacida, desaparece.

Estes resultados indicam que, sob a acaoc deste solven-
te, ocorre modificagao da reatividade das c&lulas queratiniza-
das;onde a reatividade era fraca torna-se forte e vice-versa.
Estes resultados indicam, também, que alédm de extracio, este
solvente determina desmascaramento de material reativo.

Na membrana espessada das ceélulas queratinizadas, o tra
tamento sucessivo por metanol-cloroférmio~acido cloridrico e
por acido perfdrmico extrai o material reativo & reacdo do fer
ricianeto ferrico,

0 tratamanto pelo metanol-clorofdrmio~acido cloridri-
co, seguido do tratamento por acido perfdrmico, determina ex-

tragao do material ferricianeto férrico positivo, de aparéncia
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granular, situado no citoplasma dos queratindcitos da POYCaon
profunda da epiderme, e que apresenta aspecto morfolbgico se-
melhante ao dos granulos de gueratoialina; determina, também,
maior extragao do material reativo situado no citoplasma das
celulas queratinizadas.

8.1.4 - Agao da hidr8lise pelo hidréxido de potissio

Quando a hidrdolise & efetuada durante 20 minutos, na
porgao profunda da epiderme ocorre auvmento da reatividade do
citoplasma dos queratindcitos, principalmente dos situados nos
extratos mais externos, correspondentes & camada granulosa (Fi-
gura 28), onde ocorrem granulagdes reativas. Devido 3 reativi-
dade do citoplasma, as células da camada espinhosa apresentam-~
se bem delimitadas, uma vez que a membrana plasmitica e o espa
¢o intercelular coram-ce mais fracamente, ao contririo do que
ocorria em aus@ncia do tratamento pelo hidrfxido de potfssio .
As granulagoes reativas, desmascaradas pelo tratamento com hi-
dréxido de potassio, apresentam morfologia e localizagao compa
raveis as apreszentadas pelas granulagoes gue contém vitamina
D. Essa correspondencia morfolSgica e topogrifica & verificada,
com maior evidéncia, na epiderme do gambd, onde os  grinulos
permanganato alcalino-azul de toluidina positivos sao grossei-
ros ¢ bastante numerosos (Figura 28).

A porc¢as superficial da epiderme apresenta diferengas
pouco significativas, guando cortes histoldgicos nac tratados
sao comparados com cortes tratados peloc hidrdoxido de votadssio.

Quando & hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio & efetua
da durante 45 minutos, o material reativo & extraido, parcial~
mente, tanto o da porgac profunda quanto o da porgéo superfi-
cial da epiderme.

8.1.5 -~ Rgzo Ao Acide perfdrmico

Apds este tratamento, hi aumento da intensidade da rea
¢ac do ferricianeto férrice na porcic profunda da epiderme,prin
cipalmente em suas camadas mails periféricas (Figura 29): a rea
tividade se localiza no citoplasma dos gqueratindcitos e se a-
presenta difusa ou sob forma granular. O material reativo, des
mascarado pelo acido perfbrmico, apresenta situacao e caracte

risticas moxrfoldgicas semelhantes aos granulos de queratoiali-
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na. A distribuigao das c&lulas contendo grénulos citoplasmi-
cos, no entanto, atinge &Area mais ampla, em comparagio com a
ocupada pelas células gue contem granulos refringentes de que-
ratoialina (varificados em cortes histoldgicos em série, mas
nao corados). ¥Mao obstante esta pequena discordincia, estes re
sultados sugerem que os granulos de queratcialina sejam ferri-
claneto ferrico positivos, apdbs a agao desmascarante do Aacido
performicco. Convém assinalar gue, quando se prolonga o tempo
de tratamento wvelo Zcido perfbrmico, hd extracao do  material
ferricianeto fi2rrico reativo, tanto do mascaradeoe, situado na
porgao profunda da epiderme, guanto do nao mascarado, localiza
do no citoplasmz das células gqueratinizadas. |

Apds o tratamento pelo acido perfdrmico, na porgao su
perficial da epiderme, sobrevém diminuic¢ao da reatividade do
citoplasma das ceélulas queratinizadas (Figura 29), ao contra
rio da membrana espessada que se apresenta aparentemente mais
reativa do que eu ausencia do tratamento. Além disso, na area
mais interna da porgac superficial,correspondente 3 camada 1i-
cida, cbserva-se estreita faixa de maior reatividade citoplé§
mica, em oPosigéo a0 gue ocorria em ausencla do tratamento pe
lo &cido perfdrmico. Esses resultados indicam que o &cido per-
formico desmascora material ferricianeto f8rrico positivo, si

tuado na membrana espessada das células queratinizadas.,

8.1.6 — Sintese

A reagao do ferricianeto férrico mostra  reatividade,
principalmente, da porgac superficial da epiderme e, também,
dos extratos mais periféricos da porgao profunda.

A reatlvidade da porgao profunda diminui quando se efe
tua fixagao pela formalina-biclorete de merclric, ndo & afeta-
da pelo tratamento com metanol-cloroformic e aumenta quando se
efetua tratamentc pelo metanol-clorofdrmio-acidoe  cloridrico;
este ultimo resultado,provavelmente, depende do desmascaramento
de material reztivo. Fato semelhante ocorre quando se realiza
a hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio ou guando se  processa
O tratamento pelo dcido perfdrmico. O material reativo, do ci
toplasma dos queratindcitos da porgac profunda da epiderme,des
mascarado pele tratamento com hidrdxido de potissio, apresenta
localizagao e aspecto morfoldgico semelhantes aos apresentados

pelos granulos de vitamina D; estes resultados sugerem gue o
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material ferricianeto ferrico positivo, desmascarado por este
tratamento, poderia ser vitamina D, gue também & ferricianeto
ferrico positiva.

Ac contrario, o material granular ferricianeto ferrico
positivo, desmascarado pelo acido perfdrmico, foi interpretado
como granulag¢ces de queratoialina, tendo em vista as caracte-
risticas morfologicas e a auséncia de reatividade dos granulos
de vitamina D, apds desmascaramento pelo Acido perfdrmico, con
forme pode ser bem evidenciado na epiderme do gambi.

Na porgac superficial da epiderme, o citoplasma das cé
lulas gqueratinizadas reage fortemente a reacao do ferricianeto
féerrico, reatividade esta que & inibida, parcialmente, pela fi
xacao com formalina~bicloreto de merclrio, ndo & afetada pelo
tratamento com netanol-clorcformio e & reduzida pelo tratamen-
to com metanol-clorofdrmio-acido cloridrico. Ao contririo, es-
te ultimo tratemento determina aumento da reatividade da
membrana espessada. Efeito semelhante apresenta o tratamento pe
lo acido perfdrmico. que reduz fortemente a reatividade do cim
toplasma e determina aumento da reatividade da membrana espes-
sada das células queratinizadas. Ao contriario, a fixacao pela
formalina-bicloreto de merclrio inibe,parcialmente,a reativida
de da membrana sspessada.

8.2 - Reatividade ao reativo de Schiff

Esta reatividade constitul terme de comparagao para a
reagao do PAS, para as reac¢des do dcido peracético-Schiff, do
permanganato alcalino~Schiff, do acido perfdormico-Schiff e da
aloxana-Schiff.

Os queratindcitos da porcao profunda da epiderme e as
células queratinizadas da porcao superficial, reagem muito fra
camente aoc reativo de Schiff. Esta fraca reatividade se apre-
senta diminuida quando se efetua fixagdo com formalina-biclore
te de mercurioc ou guando os cortes histoldgicos sio extraidos
com metanol-clorofdrmic. Este Gltimo resultado indica gue par
te da positividade & proveniente da presenga de lipides livres .

O tratamento com metanol-clorofdrmio-acido cloridrico
determina, ao contrario, peguenco aumento da reatividades do ci
toplasma das células gueratinizadas. Este resultado sugere li-
beragao de grupos redutores, Schiff positivos, devido i agio hi

drolitica do acido cloridrico. O tratamento pelo hidrdxido de
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potassio determina, também, leve aumento da reatividade da por
cao superficial da epiderme.

O blogueio pela 2,4-dinitrofenil~hidrazina inibe total
mente a reatividade da epiderme ao reativo de Schiff, sugerin
do ser ela decorrente da presenga de grupos carbonila.

Estes resultados sugerem a presenca de material conten
do grupos carbonila, na epiderme, o qual & parcialmente extral
do pelo metanoli-~cloroformio (natureza lipidica) e se apresenta,
aem parte, mascarado, conforme sugerem os tratamentos pelo meta

nol-cloroformio-Zcido cloridrico e pelo hidrdxido de potassio.
9 -~ Deteccao histoguimica de material PAS reativo-

A reagac do PAS & fracamente positiva no citoplasma dos
queratindcitos da porgido profunda da epiderme, principalmente
nas areas mais basais, onde o espago intercelular nioc se cora:
nas regioces mais periféricas, ocorrem granulacdes coradas que
progressivamente se fundem corando o espago intercelular com
maior intensidade, cujo maximo & atingido na camada granulosa
(Figura 30)}. No citoplasma dos queratindcitos desta camada
sao encontrados alguns grdnulos PAS positivos: estes sio dife-
rentes dos granulcs de gqueratoialina, os quais sfo fortemente
refringentes e nac reativos,

Na porgao superficial da epiderme, © ciltoplasma das cé
lulas queratinizadas nao se cora ou cora-se fracamente, ao con
trario da membrana espesgada que cora-se fortemente (Figura 30).
A intensidade de coloragac da membrana espessada diminui em di
regac a periferia.

Convém salientar que a intensidade da reagao do  PAS,
do espago intercelular da camada granulosa, & malor em compara
géo com a da menbrana espessada das celulas queratinizadas. Es
te resultado sugere mascaramento parcial do material PAS posi-

tivo, na membrana espessada das células queratinizadas.
9.1 -~ Agao da amilase e da diastase do malte

O tratemento pela amilase ou pela diastase do malte re
move parcialmente o material PAS positivo, situade no citoplas
ma dos queratindcitos da porgao profunda da epiderme, o qual &
assim identificado ao glicogénioc. No entanto, nfo tem agdo S0

bre o material PAS positivo,contido tanto no espago intercelu
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lar da porgao profunda da epiderme quanto na membrana espessa
da das células queratinizadas, o qual ndo & constituido por gli
cogenio.

9.2 - Agao da fixagdo pela formalina-bicloreto de mer

clurio

Esta fikagéo inibe, parcialmente, a reagéo do PAS do
espago intercelular da porcao profunda da epiderme e, principal
mente, da membrana espessada das cé&lulas gueratinizadas, na qual
a positividade desaparece quase totalmente; inibe, parcialmen-

te, também, a reatividade de granulacdes contidas nos querati-
nocitos da camada granulosa.

9.3 - Agao @o metanol-clorofdrmio

Aparentemente, este solvente nac extral o material PAS
positive da eplderme, tanto ¢ situado no espaco intercelular
guanto o localizado na membrana espessada das celulas querati-

nizadas, indicando que este material apresenta-se ligadc a pro

teinas.

9.4 - Agao do metancl-cloroformio-&cido cloridrico

Este solvente determina extracao intensa do material
PAS positivo, situado tanto no espago intercelular da porgao
profunda da epiderme quanto na membrana espessada das células
queratinizadas. Este resultado indica que a acgac hidrolitica do
acido cloridrice libera o material PAS positivo do complexo pro
téico, extraindo-o.

9.5 - Agao de hidrdlise pelo hidrdxido de potdssio

A hidrdlise pelo hidroxido de potdssio aumenta a reati
vidade, a reagao do PAS, do espago intercelular da porgdo pro-
funda da epiderme (Pigura 31}; por este motivo, mesmo nos ex-—
tratos mais nrofundos da camada espinhosa existe material rea-
tivo, no interior ¢o espacgo intercelular, o qgual, no entanto,
somente & denonstravel apds desmascaramento pelo hidrdxido de

potassio.

Na porggo superficial da epiderme, ao contradrio, a hi-
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drdlise provoca diminuigao da reatividade da membrana espessa
da das células gueratinizadas.

Estes resultados indicam gue a hidrdlise libera mate-
rial reativo no compartimento extracelular da porgaoc profunda
da epiderme, o gqual ndc & removido; no que se refere & membra
na espessada das células queratinizadas, a hidrdlise provoca ex
tragao do material reativo.

9.6 — Sintese

No citoplasira dos gqueratindecitos da porgao profunda da
epiderme, a reagéo do PAS, combinada com O teste da amilase,re
vela a presenga de glicogénio. No espag¢o intercelular da por-
¢ao profunda da epiderme, assim como na membrana espessada das
celulas gueratinizadas, ocorre a presenga de material PAS po
sitivo, que nao 4 afetado pelo tratamento com amilase ou com
metanol-cloroférmic, mas & removido pelo tratamento com meta-
nol-cloroférmio~acico cloridrico. No interior dos queratindci
tos da camada granulosa ocorrem finos granulos PAS positivos,
gue apresentam as mesmas propriedades do material do comparti-
mento extracelular. Rlem disso, a reagao do PAS & inibida pela
fixagao com formalina-bicloreto de mercurio, tanto no que con-
cerne ao compartimento extracelular da porcgao profunda quanto
d membrana espessada das células queratinizadas; também as gra
nulagoes PAS positivas, situadas nos queratinbeitos da camada
granulosa,sao inibidas por esta fixacgao,perdendo a reatividade.

Estes resultados sugerem gue © material granular, PAS
positivo, situado no interior do citoplasma dos gueratindcitos,
seja semelhante ao localizado no compartimento extracelular.

A membrana espessada das celulas queratinizadas apre
senta material PAS positivo, cujas propriedades sao, também,se
melhantes ds do material situado no espago intercelular da
porgao profunda da spiderme, sugerindo relagdo entre ambos. Por
outro lado, tendo em vista a solubilidade, nos solventes usa-
dos, esse material nao deve ser lipide livre.

Os resultados fornecidos pela hidrolise com hidrdxido
de potassio indicam; entretanto, desmascaramento de material
PAS positivo, no espago intercelular da porcao profunda da epi
derme e extragao do material situado na membrana espessada das
células queratinizadas; essa diferenca de comportamento suge

re diversidade guanto ao grau de ligagao com outras substancias,
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provavelmente protéicas.

10 - Detecgao histoquimica de substancias dotadas do
ion sulfato

Os resultados revelam que substancias contendo o Ion
sulfato estao presentes no citoplasma dos gueratindcitos das
camadas basal e espinhosa; a intensidade da reagdo diminui em
diregao a camada granulosa, onde a reatividade do citoplasma
se torna pouco intensa (Figura 32).

Na porc¢ao superficial da epiderme, ocorre positividade
da reagdo para o Ion sulfato apenas nas regides mais internas,
principalmente em algumas areas (Figura 32), Esta irregulari
dade da reatividade sugere que o material reativo esteja par-
cialmente mascarado. Embora os resultados da reaglo para o Ion
sulfato nao permitam distinguir, com precisdo, os componentes
das células queratinizadas, nas regides mais internas da ca
mada cbOrnea o citoplasma parece reagir mais fortemente do que
a membrana espessada.

A reagao para o Ion sulfato & inibida quando se efetua
a fixagao por solugao de formalina contendo bicloreto de mer-
clario.

O material contendo o Ion sulfato,situado na porgdo pro
funda da epiderme, & extraido quando se efetua o tratamento dos
cortes histologicos por metanol-clorofdrmio e metanol~clorofor
mio-acido cloridrico, o gue sugere ser de natureza lipidica e
se apresentar livre. Tamb&m o tratamento por solug@o de hidrd
xido de potadssio extrai, guase totalmente, esse material reati
vo. Ao contrario, o pré-tratamento por ribonuclease nio remo-
ve o material reativo dos queratindcitos da porcgac profunda da
epiderme.

Em sintese, o material dotado do ion sulfato, situado
na porgac profunda da epiderme, parece ser de natureza lipldi-
ca, estando livre, pois & removido pelo tratamento por meta-
nol-clorofdrmio. iste material apresenta propriedades diferen
tes do PAS positivo e pode ser responsavel pela basofilia dos
queratinbcitos, gue persiste apds o tratamento com a ribonu-
clease; & possivel tratar-se de lipide sulfatado. Na poOrgdo
superficial da epiderme, o Ion sulfato parece estar constituin
do complexo e, por isso, sSe apresenta mascarado,
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11 - Detecgao histoquimica de proteInas

11.1 - Reagdo da aloxana-Schiff

A reatividade, tanto da porcdo profunda . da epiderme
quanto da superficial, & reag3o da aloxana~Schiff, & pouco in
tensa (Figura 33); o citoplasma dos queratindcitos & responsa-
vel pela reatividade da porgac profunda da epiderme. Na porgao
superficial, a membrana espessada das células queratinizadas co
ra-se com a mesma intensidade do citoplasma.

Convém salientar que a reagao da aloxana-Schiff cora
levemente os granulos de queratoialina. Alem disso, nos quera
tindcitos da camada granulosa esta reagao cora granulos meno-
res, arredondados e de tamanho uniforme. Estes granulos asse-
melham~se, topografica e morfologicamente, aos granulos que rea

gem positivamente & reagdo do permanganate alcalino-azul de to
luidina.

11.1.1 - Agao do metanol-clorofdrmio

Aparentemente, a extrag¢do por este solvente n3o altera
a intensidade da reagdo da aloxana-Schiff da epiderme.

11.1.2 - Agao do metanol-clorofdrmio-&cido cloridrico

O tratamento por este solvente n3o altera a intensida-
de da reagao da aloxana-Schiff, da porgac profunda da epider-
me. Todavia, determina aumento da reatividade da POXCao super-
ficial da epiderme, tanto nc que diz respeito ao citoplasma
guanto a membrana espessada das celulas queratinizadas. Este
resultado sugere que,devido & acdo hidrolitica do &cido clori
drico, grupos reativos s3o desmascarados na porcao superficial
da epiderme. Como este tratamento, também, aumenta a sudanofi-
lia do citoplasma das células queratinizadas, & possivel que
a hidrdlise acida promova a cisi3o de complexos lipoproté&icos,
cujos produtos resultantes sio reativos, sendo responsaveis
tanto pela mais intensa reacao da aloxana-Schiff quanto pela
sudanofilia,

Quando se efetuna o tratamento por solugdo de hidrdxido
de potéssio, apds tratamento pelo metanol-cloroformio-acido clo

ridrico, diminui a intensidade da reagdo da aloxana-Schiff da
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porgao superficial da epiderme; este resultado indica que

a hidrolise pelo hidrdxido de potissio remove o material reati

vo, liberado pelo metanol-cloroformio-acido cloridrico.

11.1.3 - Agao da hidrdlise pelo hidroxido de potdssio

O tratamento pelo hidrdxido de potdssio n3aoc modifica,
em geral, a reatividade da epiderme & reagac da aloxana-Schiff.
Contudo, apds este tratamento, gradnulos com a mesma morfologia
e a mesma localizacac dos de queratoialina, tornam-se pouco
mais reativos, sugerindo agao desmascarante desse tratamento.

11.1.4 - Acao do acido perfdrmico

0 tratamento pelco acido perférmico intensifica a rea-
¢ao da aloxana-Schiff na epiderme (Figura 34}, Na porcao pro-
funda, o citoplasma dos queratindcitos reage mais  fortemente
do gue em auséncia desse tratamento e a intensidade da reagao
aumenta em direcao a camada granulosa. Nos extratos mais peri-
féricos da camada espinhosa e na camada granulosa ocorrem fi-
nas granulagoes no citoplasma dos queratindcitos, as quais se
coram mais intensamente do que o restante do citoplasma. Estes
granulos correspondem, morfolbgica e topograficamente, aos que
reagem positivamente ac permanganato alcalino-azul de tolui-
dina (Figura 34; comparar com Figura 14), conforme pode ser bem
verificado na epiderme do gamba.

Os granulos assinalados nao se coram pelo acido perfor
mico-Schiff, sugerindo nao conterem tocoferol; no entanto, con
tem proteinas que sac desmascaradas pelo &cido perfdrmico. De-
ve ser salientado que 08 granulos de gueratoialina sdo  menos
corados pela reacac da aloxana-Schiff, apds o tratamento pelo
dcido perfbrmico, sugerindo que esse tratamento extraia mate-
rial protéico, dessesgranulos. Por outro lado, esse mesmo tra
tamentc desmascara material ferricianeto férrico reativo, dos
granulos de queratoialina.

Na porg¢ao superficial da epiderme, a maior intensidade
da reagido decorre do aumento da reatividade, tanto do citopla§
ma guanto da membrana espessada das ceélulas queratinizadas. No
entanto, a reagao do &cido perférmico-Schiff & intensa no cito
plasma das ceélulas queratinizadas; este resultado sugere que ©

aumento da reatividade observada seja inespecifico, pois tam-
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bém ocorre em auséncia de tratamento pela aloxana.

11.2 - Reagao do DDD

Esta reagao foi empregada com a finalidade de demons-
trar substancias de natureza protéica, pois conforme tem sido
geralmente admitido, as proteinas epidérmicas, principalmente
as relacionadas com a "queratina", sao dotadas de grupos capa-
zes de reagir com © DDD.

A reagao do DDD € positiva em toda a extensao da epi-
derme, corando-se o citoplasma dos queratinbcitos. Na porgdo pro
funda, a reagao € menos intensa do que na porgao superficial
da epiderme. Nas areas mais basais da porcdc profunda, o espa-
¢o intercelular nao se cora, enquanto que na regiao mais peri
ferica o espago intercelular cora-se com a mesma intensidade
do citoplasma, o que impede a delimitagdo celular (Figura 35).
Este resultado indica a presencga de material protéico no espa
co intercelular. Os granulos de gueratoialina coram-se com a
mesma intensidade do citoplasma.

Na por¢ao superficial da epiderme, a regiao central do
citoplasma das células gueratinizadas reage fortemente (Figura
35), ao contrario da regizo cortical que reage fracamente. A
membrana espessada se comporta da mesma maneira que a regiao-ocor
tical das cé&lulas gueratinizadas. Este resultado sugere maior
concentragao de proteinas reativas na regiao central do cito-

plasma das células queratinizadas.
11.2.1 - Ag¢ao do metanol-clorofdormio

O tratamento por este solvente, aparentemente, nao mo-
difica a reatividade, tanto da porcao profunda quanto da por-

¢ao superficial da epiderme, a reagao do DDD.
11.2.2 - Acao do metanol-clorofdormio-&cido cloridrico

Na porgao profunda da epiderme, este tratamento, apa-
rentemente, nac altera a reatividade dos gueratinbecitos a rea-
¢3o do DDD. Na porgao superficial da epiderme, ao contrario, o
metanol-cloroformio-acido cloridrico determina grande extracao
do material reativo, principalmente do situado no citoplasma

das células gqueratinizadas. O efeito extrativo sobre a membra
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na espessada das células queratinizadas & menos intenso, prin

cipalmente, no que diz respeito acs extratos mais internos da
camada cOrnea.

Este resultado indica que o tratamento pelo metanol-
cloroformio-acido cloridrico extrai proteinas das células que-
ratinizadas, situadas em seu citoplasma.

11.2.3 - Agao do acido perfdrmico

O tratamento pelo acido perférmico modifica a reativi-
dade da epiderme & reagdo do DDD. Na por¢ao profunda da epider
me o citoplasma dos queratindcitos ndo sofre alteracao da rea-
tividade, ap0s o tratamento com acido perfdrmico; ao contra-
rio, o espago intercelular cora-se mais fortemente, principal-
mente nas Aareas mais superficiais, onde simulam espessamento da
membrana plasmitica, em queratindcitos ainda dotados de nicleo .
Os granulos de queratoialina coram=-se com a mesma intensidade
do restante do citoplasma, o que sugere nac ser afetada sua
reatividade.

Na porc¢ao superficial da epiderme, o citoplasma das ce
lulas queratinizadas cora-se muito fracamente, aoc contririo da
membrana espessada que reage fortemente. Este resultado indica
que O tratamento pelo acido perfdrmico extrai o material intra
celular que reage positivamente 3 reagao do DDD; no entanto, a
1ém de ndo extrair proteinas da membrana espessada determina,
ainda, desmascaramento, pPois aumenta sua reatividade,

11.2.4 -~ Reagao do DDD em cortes histoldgicos previa-

mente tratados pelo tioglicolato de sddio

O tratamento pelo tioglicolato de sodio, efetuado an-
tes da reagdao do DDD, intensifica a reatividade da epiderme.

Na porgao profunda da epiderme ocorre, no espago inter
celular, a presenca de material levemente reativo, relacionado
com as espinhas de uniao (Figura 36). Algumas vezes, nas areas
mais perifericas, em correspondéncia com a camada granulosa, o
espago intercelular cora-se uniformemente e pouco mais intensa
mente do que o citoplasma, Os granulos de queratoialina, pre-
sentes no citoplasma dos queratindcitos da camada granulosa,se
apresentam corados com a mesma intensidade do restante do ci-

toplasma. Além dissoc, nestas mesmas células ocorrem granula-
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¢oes menores, de dimensdes mais uniformes, que se coram mais
fortemente e que correspondem aos granulos de vitamina D, dque
reagem positivamente & reacao do permanganato alcalino-azul de
toluidina.

Na porgao superficial da epiderme, a membrana espessa
da das células queratinizadas apresenta reatividade (Figura 37).
Na regiao correspondente & camada liicida, a membrana espessa
da se apresenta bem corada; na regiao mais periférica a colora
cao da membrana se atenua. Em toda a extensio da porgio super
ficial da epiderme, no entanto, a membrana espessada apresenta
se mais delgada do gue guando corada pela reagdo do acido per-
férmico-azul de toluidina. Este resultado sugere gue © Compo-
nente prot@ico, reativo & reagao do DDD apds o tratamento pelo
tioglicolato de sddio, ndo atinja toda a espessura da estrutu
ra que fol por nds considerada como membrana espessada das cé-
lulas queratinizadas.

Apbds o pré-tratamento com o tioglicolato de sddio, o
citoplasma das células queratinizadas apresenta-se reativo em
maior extensdo, pois a forte reatividade, além de ocorrer na re
giao central da cé&lula, abrange, também, a regido cortical.Con
vém assinalar que esta {iltima regido & fracamente reativa em
ausencia do tratamento pelo tioglicolato de sddioc. Embora so-
brevenham estas modificagoes, a reatividade da regiZo central

das celulas queratinizadas continua maior do gue a da cortical.

11.2.5 - Sintese

As reagoes histoquimicas que revelam substincias de na
tureza protéica indicam, na porcao profunda da epiderme,a pre
senca de grénulos, no citoplasma dos queratindcitos dos extra-
tos superiores da camada espinhosa e nos da camada granulosa,
pPrincipalmente guando se efetua o tratamento com hidrdxido de
potdssio ou com dcido perfdérmico, seguido da reagido da aloxana-
Schiff, Dois tipos de granules aloxana-Schiff positivos podem
ser distinguidos: 1 - os semelhantes aos gradnulos de querato-
ialina, cuja reatividade & acentuada pelo tratamento com hi
droxido de potassio; 2 - os granulos semelhantes aos que con-
tem vitamina D, cuja reatividade & desmascarada pelo pré-tra-
tamento com acido perfdrmico.

No espago intercelular da porgao profunda da epiderme,

a reagao do DDD indica a presenga de material protéico, princi
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palmente, quando efetuada apbs o tratamento peloc &acido perfor
micoe ou pelo tioglicolato de sodio.

Na porgac superficial da epiderme, as células querati-
nizadas reagem mais fortemente, d reacao da aloxana-Schiff, a-
pds o tratamento pelo metanol-clorofdrmio-acido cloridrico ou
pelo acido performico. Convém lembrar que a reagdo do acido per
£ormico-Schiff & intensa no citoplasma das c&lulas queratiniza
das. Assim sendo, a intensificagdo da reatividade & reacdo da
aloxana-Schiff, apds o tratamento pelo acido perfdrmico, pode
ser inespecifica, pois poderia ocorrer em auséncia do tratamen
to pela aloxana. Sao favordveis & hipbtese da inespecificida-
de da reagac da aloxana-Schiff, efetuada apds o tratamento pe-
lo acido perfdrmico, no citoplasma das cé&lulas queratinizadas,
os resultados fornecidos pela reacao do DDD; segundo estes Ql-
timos, o pré-tratamento pelo adcido performico determina extra
gac do material reativo, do citoplasma. das células queratini-
zadas. Por outro lado, o tratamento pelo metanol-cloroformic -
dcido cloridrico, também, determina grande exXtragdao do material
DDD positivo, situado no citoplasma das c&lulas queratinizadas,
o que & favoravel a hipdtese aventada. Estes resultados  indi
cam, além disso, que a reagdao da aloxana-Schiff e a do DDD nao
fornecem resultados superponiveis.

A reatividade da membrana espessada das células quera-
tinizadas, 8 reagdo doc DDD, & intensificada pelo  tratamento
com dcido perfdrmico ou com tioglicolato de sddio., A acdo  do
acido performico,; sobre a reatividade & reagao do DDD, & opos
ta no citoplasma e na membrana espessada das células queratini
zadas, sugerindo diferencas quanto & relacdo entre as protei-

nas, situadas em ambos locais, e os outros componentes, princi
palmente os de natureza lipidica.



12 - Documentagao fotomicrografica

Figuras: 1, 2, 3 e 4
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Figura 1: Pele de coxim plantar de cao; 148X. Negro de Sudan.

Porcao profunda da epiderme: Sudanofilia do citoplasma dos aueratindci~
tos, cuja intensidade aumenta na camada oranulcsa; presenca de material su
dandfilo no compartimento extracelular.

Porcao superficial da epiderme: Sudanofilia da membrana espessada da cé-
lula queratinizada; ausencia de sudanofilia do citoplasma.

Figura 2: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Nearo de Sudan.
Porcio superficial da epiderme: Sudanofilia da membrana espessada da cé—
lula queratinizada, cuja intensidade & menor nos extratos internos da cama

da cOrnea; o citoplasma nac apresenta sudanofilia.

Figura 3: Pele de coxim plantar de gambd; 370X. Negro de Sudan, ap0s
tratamento pelo wetanol-cloroformio-acido cloridrico.
Porcao profunda da epiderme: Intensa atenuagao da sudanofilia, persistin
do apenas granulos sudanbfilos justanucleares {seta).
Porcao superficial da epiderme: Pequena atenuacac da sudanofilia da mem
brana espessada da célula queratinizada; sudanofilia do citoplasma da c€lu

la queratinizada, devido a0 desmascaramento de material sudandfilo.

Pigura 4: Pele de coxim plantar de cao; 148X. Neqgro de Sudan, apds tra
tamento pelo metanol-~cloroformio-fcido cloridrico.

Porgao profunda da epidemme: Reducao da sudanofilia.

Porcao superficial da epiderme: Sudanofilia do citoplasma da célula que

ratinizada (desmascaramento),tornando dificil a individualizagao da membra
na espessada.
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Figuras:

=y

6,

7 e 8
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Pigura 5: Pele de coxim plantar de cao; 148X. Deteccao de lipides oon-

tendo oolina.

Porgdo profunda da epiderms. (A): Discreta coloracao da membrana  plasma
tica e do espaco intercelular. O citoplasma dos queratindcitos dos extra-
tos mais internos ndo & reativo. A comparagao com a Figura 1 indica que a
maior parte do material sudandfilo do citoplasma dos queratindcitos nao &
constituida por lipides ocontendo colina.

Porcio superficial da epiderme: Reag@o positiva na menbrana espessada €
negativa no citoplasma da c&lula queratinizada, a no ser nos  extratos
mals internos da camada cdmmea, onde O cltoplasma & reativo, enquanto dque
a reatividade da membrana espessada € menor.

Figura £: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Detecgao de lipides oon—
tende oolina.
Porgio superficial da epiderme: Reagao positiva na membrana espessada e
negativa no citoplasma da célula queratinizada.

Figuras 7 ¢ 8: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Detecgao de  1ipides
contendo colina, apds tratamento pelo hidroxido de potas
sic (45 min.).

Porgao profunda da epiderme: Material reativo, de aspecto granular, no

citoplasma dos queratindcitos dos extratos mais profundos da camada espi-
nhosa (A: seta); material de estrutura filamentosa, nos extratos mais peri

féricos (B: seta) da camada espinhosa, gue corresponde aos tonofilamentos.
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Figuras: 9, 10, 11 e 12
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FPigura 9: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Azul de toluidina,pH 0,3.
Porgdo profunda da epiderme: Forte basofilia do citoplasma dos queratind
citos da camada basal e dos extratos mais intemos da camada espinhosa.

Pigura 10: Pele de coxim plantar de cao; 148K. Azul de toluidina,pH 0,3.

Porcao profunda da epidemme: Basofilia do citoplasma dos queratindcitos.

Porcao superficial da epiderme: Ausencia de coloragao, tanto do citoplas
ma quanto da mavbrana espessada da celula queratinizada.

Figura 11: Pele de abdame de gambd; 590X. Reagao do &cido  peracftico-

azil de toluidina, apds tratamento pela ribomuclease (Coleste

rol nao esterificado).
Porgac profunda da epiderme: Discreta positividade difusa do citoplasma
dos queratindcitos da camada gramilosa e de alguns queratindcitos wais pe-

riféricos da camada espinhosa.

Porcdo superficial da epiderme: Reatividade da membrana espessada da cé-
lula queratinizada.

Figura 12: Pele de crelha de gambd; 1480X.Reacao do acido peracético-
azul de toluidina, apds hidrdlise pelo Acido sulfirico-dcido
acetico, em corte histoltgico previamente tratado pela ribomu
clease {(Colesterol total).

Porcac profunda da epiderme: A positividade da reagao aumenta nos extra-
tos mais periféricos da camada espinhosa e, principalmente, na camada gra-
mulosa, onde ocorrem pequenas gramulagbes metacromaticas.

Porcac superficial da epiderme: A membrana espessada da oflula queratini
zada & fortemente reativa; a reacdo & mais intensa do que em cortes histo~
15gicos nao submetidos & hidrdlise pelo &cido sulflrico-acido acético.
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Figuras:

13,

14,

15 e 16

95



Figura 13: Pele de orelha de coelho; 148B0X. Reacao do &cido peracético-
azul de toluidina, apds hidrblise pelo acido sulfirico-acido
acético (4 min.), em corte histolSgico previamente submetido
a metilacao (Colesterol total).

Porgao profunda da epiderme: Reagao positiva no citoplasma dos queratind
citos dos extratos mais periféricos da camada espinhosa e, principalmente,
nos da camada granulosa; nestas Gltimos, ocorrem granulagoes metacromati-
cas. Compartimento extracelular nac reativo.

Porcao superficial da epiderme: Membrana espessada da célula queratini-
zada fortemente reativa.

Figura 14: Pele de coxim plantar de gambad; 590X. Reagao do permanganato
alcalino-azul de toluidina, em corte histecldgico previamen-
te tratado pela ribonuclease.

Porgao profunda da epiderme: O material reativo se apresenta sob a forma
de abundantes granulagGes grosseiras, situadas no citoplasma dos queratind
citos dos extratos médios e periféricos da camada espinhosa e dos situados
na camada granmulosa. Compartimento extracelular nac reativo.

Porcao superficial da epiderme: Membrana espessada da célula queratini-
zada reativa.

Figura 15: Pele de coxim plantar de cac; 590X. Reagﬁo do permanganato
alcalino—azul de toluidina, em corte histologico previamente
submetido a metilacao.

Porgao profunda da epiderme: Nos queratindcitos dos extratos mais perifd
ricos da camada espinhosa e nos da camada granulosa, ¢ citoplasma apresen-
ta material reativo, nao granular (ortocramitico) e granular (metacromiti-
) ; as granulagoes sa0 finas e mais abundantes nos queratindcitos da cama
da granulosa. Compartimento extracelular nac reativo.

Porgao superficial da epiderme: Membrana espessada da célula queratini-
zada reativa.

Figura 16: Pele de coxim plantar de cdc; 590X, Reagdo do permanganato
alcalino-Schiff, em corte histoldgico previamente tratado pe-
la 2,4-dinitrofenil~hidrazina.

Porgao superficial da epiderme: A menbrana espessada da célula queratini

zada reage mais intensamente do gue o citoplasma; a reatividade do  cito-
plasma decorre da menor especificidade desta reagao.
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Figuras:

17,

18,

19 e 20
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Figura 17: Pele de coxim plantar de cao; 370X. Reagdo do permanganato
alcalino~azul de toluidina, apds hidrolise pelo &cido sulfiri
oo~dcido acdtico (4 min.), em corte histologico  previamente
submetido & metilagao.

Porcao profunda da epiderme: O citoplasma dos queratindcitos das — cama-
das espinhosa e granulosa apresenta-se reativo (ortocramatico). Presenca
de material reativo, levemente metacromatico, no espago intercelular.

Porcac superficial da epiderme: Reatividade da membrena espessada da e~
lula queratinizada.

Figura 18: Pele de coxim plantar de coelho; 590X. Reagao do permanganato
alcalino-azul de toluidina, apds hidrdlise pelo acido sulflri
co-dcido acético (10 min.), em corte histoldgico previamente
sutmetido d metilagao.

Porcao profunda da epiderme: O aumento do tempo de tratamento pelo acido

sulfirico-acido acdtico determina extragao parcial do material reativo do
citoplasma dos queratindcitos, ao mesmo tempo que aumenta a reatividade do

espago intercelular.

Porcho superficial da epiderme: Reatividade da membrana espessada da cé-
lula cueratinizada.

Figura 19: Pele de focinho de cao; 1480X. Reagao do permanganato alcali
no—azul de toluidina, apds hidrdlise pelo peridrol-amOnea, em
corte histolégico previamente tratado pela ribonuclease.

Porcao profunda da epiderme: Material reativo de aspecto granular, as ve

zes metacromatico, no citoplasma dos queratinbcitos das camadas granulosa
e espinhosa.

Figura 20: Pele de coxim plantar de gambd; 590X. Reagao do &cido perfdr
mico~azul de toluidina, em corte histoldgico previamente tra-
tado pela ribonuclease.

Porcao profunda da epiderme: Tanto os queratindcitos quanto o camparti-~

mento extracelular ndo apresentam reatividade (exceto ao redor do duto ex-
cretor de glandula sudoripara; seta).

Porgao superficial da epiderme: Forte reatividade da membrana espessada
da célula gueratinizada.
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Figquras:

21,

22,

23 e 24
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Figura 21: Pele de coxim plantar de cho; 590X. Reagao do acido perfor-
mico-azul de toluidina, em corte histoldgico previamente sub-
metido & metilagao.

Porcio superficial da epiderme: A membrana espessada da celula queratini

zada se apresenta fortemente reativa.

Figura 22: Pele de focinho de cao; 590X. Reacao do &cido performico-azul
de toluidina, apds hidrdlise pelo peridrol-ambnea, em ocorte
histoldgico previamente tratado pela ribonuclease.

Porcao profunda da epiderme: Presenga de material reativo no campartimen

to extracelular (metacrcmatico).

Figura 23: Pele de focinho de cao; 1230X. Reacio do Acido perfOrmico-
azul de toluidina, apbs hidrélise. pelo peridrol-amdnea,em COX
te histoldgico previamente tratado pela ribonuclease. '

Porgao profunda da epiderme: O material reativo do espago  intercelular

se apresenta com aspecto em palicada, por se interpor as espinhas de uniao.

O niiclec dos queratindcitos apresenta-se corado {ortocromatico) .

Figura 24: Pele de coxim plantar Ge cBo; 148X. Reagdo do Acido perfomd
co-azul de toluidina, apds hidrolise pelo peridrol-ambnea, em
corte histolégico previarente sulmetido a metilacao.

porcac profunda da epiderme: A metilagio extrai o material reativo do es

pago intercelular.

Porgao superficial da epiderme: O material reativo da menbrana espessada
da cBlula queratinizada nao & extraido.



100




101

Figuras: 25, 26, 27 e 28



Figura 25: Pele de coxim plantar de cio; 148X. Reagao do  ferricianeto
férrico, em pele fixada em formalina-célcio.
Porgio profunda da epiderme: Reatividade mais fraca que a da porgao super
ficial; presenca de faixa mais reativa correspondente a camada gramulosa.
Porcao superficial da epiderme: As células queratinizadas coram-se inten
samente, com excecao das Situadas na camada 1Gcida que ndc se coram.

Figura 26: Pele de caxim plantar de cao; 590X. Reacao do ferricianeto
férrioo, em pele fixada em formalina-calcio.
Porgao profunda da epiderme: A membrana plasmatica e o espago  intercelu-
lar coram-se mais fortemente ¢o que o citoplasma dos queratinScitos.
Porcao superficial da epiderme: O citoplasma da célula queratinizada cora

se mais fortemente que a membrana espessada. A camada licida nao se apresen
ta corada.

Figura 27: Pele de coxim plantar de cao; 148X. Reaggo do  ferriclaneto

férrico, em pele fixada em formalina-bicloreto de mercirio.

Porgao profunda da epiderme: A fixacdo pela formalina-bicloreto de mercd
rio, aparentemente,ndo determina diminuicdo da reatividade dos queratindci-
tos.

Porcao superficial da epiderme: A camada lucida cora-se como a  camada
cornea, a qual, contudo, apresenta a reatividade do citoplasma da cElula
gueratinizada bastante dimirnuida,em camaragac com corte histoldgico de pe-
le fixada em formalina-calcio.

Figura 28: Pele de coxim plantar de gambad; 590X, Reagao Jdo ferricianeto
férrico, em pele fixada em formalina~calcio; o corte histolbgi
co fol previamente submetido & hidrflise pelo hidroxido de po-
tassio (20 min.).

Porcho profinda da epiderme: Rumento da reatividade do citoplasma dos que-
ratindcitos; presenca de granulos reativos nos queratinocitos dos — extratos
médios e periféricos da camada espinhosa e, principalmente, nos da  camada
granulosa. Os granmulos reativos correspondem aos que se ¢Oram ¢cm a Yeagao
do permanganato alcalino-azul de toluidina (Ficura 14) . Campartimento extra
celular pouco reativo.

Porcao superficial da epiderme: O tratamento pelo hidrdxido de  potassio,
aparentemente, nao altera a reatividade da célula queratinizada.
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Figuras: 29, 30, 31 e 32



Figura 29: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Reacao do . ferricianeto
farrico, apds tratamento pelo dcido performico, em corte his
toldgico de pele fixada em formalina-cilcio.

Porcio profunda da epiderme: Aumento da intensidade da reatividade do ci
toplasma dos queratinbcitos, especialmente dos situados na camada grarmulo-
sa.

Porcao superficial da epiderme: Intensa diminuigac da reatividade do ci-
toplasma da célula queratinizada; a membrana espessada, a0 contrario, apre
senta-se bem reativa. Na reqido correspondente & camada liicida o citoplas-
ma da célula apresenta discreta reatividade.

Figura 30: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Reagao do acido periddi-

co-reativo de Schiff (PAS).

Porcao profunda da epiderme: Discreta reatividade do citoplasma dos que~
ratindcitos; o compartimento extracelular apresenta substancia reativa,nos
extratos médios e periféricos da camada espinhosa; a reatividade do compar
timento extracelular aumenta em direcao & camada gramlosa.

Porcio superficial da epiderme: A membrana espessada da celula queratini

zada & fortemente reativa, ao contrario do citoplasma que & fracamente rea
tivo ou nao reage.

Figura 31: Pele de coxim plantar de garba; 590X. Reacao do acido periédi
co-reativo de Schiff (PAS), apds hidrdlise pelo hidroxido de
potassio {45 min.).

Porcac profunda da epiderme: Intensa reatividade do campartimento extra-

celular.

Porcao superficial da epiderme: Diminuigao da intensidade da reacdo da

menbrana espessada da o2lula queratinizada.

Figura 32: Pele de coxim plantar de cao; 148X. Reacao para fon sulfato.

Porcac profunda da epiderme: A reagdo & fortemente positiva no citoplas
ma dos queratinbcitos da camada basal e nos extratos mais profundos da ca-
mada espinhosa, atenuando-se bruscamente nos extratos mais periféericos e
na camada granulosa.

Porcao superficial da epiderme: A reagao & positiva apenas em  algumas
ireas situadas mais internamente na camada cOrnea.
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Figuras: 33, 34, 35, 36 e 37



Figura 33: Pele de coxim plantar de garbd; 590X. Reacao da  aloxana-
Schiff.
Porcao profunda da epiderme: Discreta reatividade do citoplasma dos que-
ratinbcitos.
Porgao superficial da epidemme: A reatividade do citoplasma e da mem-

brana espessada da célula queratinizada €& pouco mais intensa que a da por-
cao profunda.

Figura 34: Pele de coxim plantar de gambd; 590X. Reagao da  aloxana-
Schiff, apds tratamento pelo acido perfommico.

Porcao profunda da epidemme: O pré-tratemento pelo acido performico in-
tensifica a reatividade do citoplasma dos queratindcitos, principalmente
dos gituados nos extratos mais periféricos da camada espinhosa e nos da ca
mada granulosa, onde ocorrem gramulagoes grosseiras reativas (efeito des-
mascarante) . Bstas granulacdes sao camparavels &s que contém vitamina D
(Figura 14).

Porcao superficial da epiderme: Aumento da reatividade tanto do citoplas
ma quanto da membrana espessada da célula queratinizada.

Figura 35: Pele de coxim plantar de cao; 590X. Reagao da 2,2’-dirhidraxi
6,6"'-dinaftil-disuifeto (DDD).
Porcao profunda da epiderme: Reagao discretamente positiva no citoplasma
dos gueratindcitos.
Porgac superficial da epiderme: Intensa reatividade da regizo central
da célula queratinizada.

Figura 36: Pele de coxim plantar de cdo; 590X. Reagao do DID, apds trata
mento pelo tioglicolato de sbdio.

Porcao profunda da epiderme: Intensificagao da reatividade do citoplasma

dos queratindcitos e presehga de material reativo no espago intercelular,
principalmente nos extratos mais periféricos.

Figura 37: Pele de coxim plantar de cBo; 590X. Reagao do DD, apds trata
mento pelo tioglicolato de sodio.
Porgao superficial da epiderme: A menbrana espessada da cflula queratini
zada apresenta-se reativa. O citoplasma da c8lula queratinizada @, também,
reativo, tanto na sua regiao central quanto na cortical.



106




DISCUSSAO

As tdcnicas histoguimicas, empregadas no presente tra
balho, permitem a deteccao de lipides em tecidos nao submeti-
dos @ agac de solventes orgénicos, excluindo, portantc, os in-
convenientes decorrentes da agao extrativa desses solventes.Es
tas técnicas oferecem, além disso, a vantagem da localizagao
topografica dos lIipides no interior da epiderme, o que naoc o
corre com as tdcnicas bioquimicas; por estes motivos, foram con
sideradas adequadas para a andlise das modificagoes que se pro
cessam durante a evolucdo da queratinizagao epidérmica e para
correlacionar a "gueratina® com os lipides intraepidérmicos.

Algumas consideragaes gerais devem ser feitas, preli-
minarmente, a respeito das modificacdes sofridas pelos lipides
durante a diferenciaci@o celular e a queratinizacao epidérmica.
As variacoes quantitativas dos lipides, ocorridas durante o]
processo de queratinizacao epidérmica e estimadas através de
comparagoes, atingem nivel diferente nas diversas categorias
de lipides; por este motivo, os resultadcs obtidos para os di-
versos tipos de lipides serao discutidos separadamente, procu-
rando-se correlacionar as variagoes encontradas com as princi
pais etapas do processo de queratinizacgao; em uma segunda abor
dagem, as variagoes dos diversos tipos de 1ipides serdo compa-
radas entre si. Serad dado maior énfase ds variagoes apresenta-
das pelos 1Ipides situados nas camadas epidérmicas mais direta
mente relacionadas com a formagéo da célula gueratinizada; as-
sim sendo, serao destacados os resultados obtidos na camada
granulosa, onde ocorrem bruscas modificagoes celulares e na ca
mada ¢drnea, onde a célula apresenta-se plenamente queratini-
zada. Na camada cdrnea serao considerados a célula gueratiniza
da e o espago intercelular. Na c€lula queratinizada, por sua
vez, serao discutidos o citoplasma (constituido por fibrilas
de ‘"queratina" e matriz interfilamentosa) e a membrana esPessavl

da. As técnicas empregadas, no presente trabalheo, no entanto,
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nao permitem estabelecer distingao entre a membrana espessada
e o espaco intercelular; devido a este motivo, ambos serao con
siderados em conjunto, sob a denominagac de membrana espessada
da célula queratinizada.

Na porcdc profunda da epiderme, serao considerados, se
paradamente, oS queratindcitos e o compartimento extracelular;
este Glltimo compreende oS espagos intercelulares e suas deli-
mitacoes, efetuadas pela membrana plasmdtica dos  queratindci
tos; estes dois componentes serac considerados em conjunto, de
vido as dificuldades em se determinar, com precisao, seus limi
tes: nao obstante, muitas vezes esses dois componentes foram

analisados separadamente, quando as condicoes permitiam melhor
individualizacao.

1 - Lipides epidérmicos demonstrados pelo negroc de Su-
dan

A deteccac histoquimica de lipides, através dc negro de
Sudan, nas condicoes empregadas no presente trabalho, revela
material sudandfilo agranular, no citoplasma e na membrana plas
matica dos queratindcitos da porgac profunda da epiderme, espe
cialmente na camada granulosa, onde ocorrem, també&m, pequenas
granulagdes. Os lipides, assim demonstrados, nao se apresentam
livres, pois nac sao extraidos pelo tratamento com metanol-cle
rofdrmio, em cortes de pele fixada em formalina-calcio., Ha evi
dencias de que se encontrem sob a forma de complexos, provavel
mente com proteinas, pois a hidrdlise dcida (metanol-clorofdr-
mio-8cido cloridrico; acido perfdrmico) ou alcalina (hidrdxido
de potdssio), promove a extragao parcial dos lipides. Por ou-
tro lado, o material sudandfilo nac se apresenta sob a forma de
goticulas, como ocorre na maloria das vezes COm OS lipides ce-
lulares livres, corroborandc com essa interpretagao.

HA evidéncias de que o material sudand8filo, presente
nos queratinbecitos da porcao profunda da epiderme, seja consti
tuldo por complexos lipoprotéicos e integre algumas estruturas
celulares, principalmente as citomenmbranas; faz excegao parte
do material contido nos queratindcitos dos extratos mais peri
féricos da camada espinhosa e nos da camada granulosa,nos quais,
além disso, & maior a sudanofilia. Como os lipides dos querati -
ndcitos dessas camadas nhao apresentam as caracteristicas dos

1ipides livres, nao devem ser interpretados come simples deri
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vados da degeneracgao de organulos ou de estruturas membranosas
celulares (lipofanerose), mas sim como proeduteos complexos, cu-
ja sintese pode, eventualmente, estar relacionada com o proces
so de queratinizagaoc epidé@rmica. Esta hipdtese serd discutida
quando forem analisadas as diversas categorias de lipides res-
ponsavels pela sudanofilia das camadas espinhosa e granulosa.

Através do emprego do &cido 8-anilina-l-naftaleno sul-
fonico, em tecidos nao fixados, ELIAS et alii. (1977b) demons
traram, através de fluorescéncia, liIpides difusamente dispos-
tos no citoplasma dos queratindcitos da camada granulosa. Nos
s0s resultados confirmam a presen¢a de lipides, através de su-
danofilia difusa, no citoplasma dessas c@lulas, revelando, a-
lém disso, a existéncia de granulagoes onde o 1fpide parece
estar associado & proteinas, conforme sugere o tratamento com
solventes de lipides.

Nos queratindcitos da camada basal da epiderme do rato
(PARAT, 1928) e da epiderme humana (NICOLAU, 1911) foram assi-
naladas goticulas de lipides; poré&m, estas gotfculas niao foram
encontradas nos queratinbcitos das camadas mais periféricas.
Foi verificado, também, em virias espécies de mamiferos, que as
células epidérmicas das camadas basal e espinhosa apresentam go
ticulas de lipides perinucleares, enquanto que as células da ca
mada granulosa raramente apresentam lipides demonstraveis atra
vés da sudanofilia (MONTAGNA, 1950). Nossos resultados nao re-
velam a presenga de goticulas sudandfilas, nao concordando,
totalmente, com o0s encontrados por esses autores; contudo, as
‘discordancias talvez advenham da fixagao da epiderme pela for-
malina contendo cloreto de calclo, que preserva melhor os 1lipi
des e impede o aparecimento de goticulas.

Na porgac superficial da epiderme, a coloragao pelo ne
gro de BSudan revela, na membrana espessada das c&lulas quera-
tinizadas, a presenca de material sudandfilo gque parece formar
complexos com provaveis proteinas, pois resiste ao tratamento
pelo metanol-clorofdrmio e pelo Acido perfdrmico. Este 1ltimo
resultado sugere gue a associacao lIpide-proteina, na membrana
espessada, seja mais estavel que a dos lipides presentes neos
queratindcitos da camada granulosa, oS$ guais s3o removidos pe
lo dcido perfdrmico.

O material sudandbfilo da membrana espessada, contudo,
é extralido quando se efetua o tratamento pelo metanol-clorofdr

mio-8cide clorldrico ou pelo hidrdxido de pot&ssio, revelando
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que tanto a hidrdolise acida quanto a alcalina determinam ruptu
ra dos complexos. Deve ser destacado gque a membrana eSpessada,
aparentemente, nac apresenta alteracgoes morfoldgicas, ao mi-
croscopio eletrdnico, guando submetida & agac de solucao de hi
droxido de sddio 0,1 N (FARBMAN, 1966). Todavia, a solucac de
hidrdéxido de potédssio 0,1 N, nas condi¢des por nds empregadas,
remove 0 material sudandfilo, 0 gue sugere que a porgao protei
ca da membrana espessada tenha maior significado na manutencao
da integridade morfoldgica da membrana, mesmo guando analisada
através da microscopia eletronica. Esta interpretagao concorda
com a observacao de WOLFF & SCHREINER (1971), os quais verifi-
caram, ao microscOpic eletronico, gue a membrana espessada é
lisada por proteases.

A presenca de lipides, na membrana espessada das cé&lu
las queratinizadas, foi assinalada, també&m, através da analise
quimica efetuada em extratos de membranas previamente iscladas
(MATOLTSY & PARAKKAL, 1967); os resultados da analise revela
ram 66,0% de proteinas, 33,0% de lipides e 1,0% de glicides.

Material sudandfilo, na camada cornea, foi anteriormen
te assinalado em diversas espécies de mamiferos, incliusive no
homem (MONTAGNA et aliZ., 1948; MONTAGNA & HAMILTON, 1949) e in
terpretado como sendo constituido por lipides neutros. Sua des
vinculacao da secregao sebidcea fol admitida através da destrui
cao experimental destas glandulas e da observagao efetuada em
pele de espécies animais (toninhas e golfinhos) desprovidas des
sas glandulas (MONTAGNA & CHASE, 1950). Na epiderme das aves
hid abundante material sudantfilo nas células epidérmicas (PARAKKAL
& MATOLTSY, 1968; MATOLTSY, 1969%; FREINKEL, 1972 a,b), embora
nesta classe de animais nao ocorram glandulas sebaceas.

Nossos resultados confirmam a presenca de material su-
dan6filo na camada cornea, embora revelem a presenca de lipi-
des, nao mascarados, apenas na membrana espessada das cé&lulas
queratinizadas, o que concorda com os resultados de ELIAS
et aqlii. {1977b, 197%a). Estes autores, usando a técnica do a-
cido 8-anilina-l-naftaleno sulfonico verificaram, na camada cbr
nea, que a membrana espessada das c&lulas queratinizadas apre
sentava forte fluorescéncia, indicadora da presenca de  lipi
des, ac contririo do citoplasma que exibia fluorescéncia mui-
to fraca. A fluorescéncia atingia, aparentemente, ¢ espago in
tercelular. Alias, a maior parte dos lipides da camada cArnea

esta situada entre as c@lulas queratinizadas, conforme fora an
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teriormente assinalado por BLANK (1953). Os resultados do pre
sente trabalho nao permitem distinguir a membrana espessada do
espago intercelular, ¢ que impede discussao mais pormenoriza-
da a este respeito.

No entanto, ELIAS et alif. (197%a) referem que os lipi
des das c@lulas queratinizadas sao extraivels por solventes, o
gue discorda dos nossos resultados. Deve ser salientado, toda
via, que enquanto og resultados do presente trabalho foram ob-
tidos em tecidos fixados em formalina-calcio, os autores cita
dos empregaram tecidos nao fixados, nos quais o efeito dos sol
ventes & muito mais intenso.

Por outro lado, através do emprego do otl red 0 ,
ELIAS et aqlii. (1979a) verificaram forte coloragac da membra
na espessada das células gueratinizadas, mas auséncia de colo
racao do citoplasma; interpretaram essa coloragao como signi-
ficando a presenca de lipides neutros, o que serd discutido
oportunamente.

Tanto ©s nossos resultados guanto 05 de outros auto-
res, agqui discutidos, revelam gue na camada cdrnea os lipides
estao situados na membrana espessada das células queratiniza-
das; o citoplasma destas células, entretanto, nao parece apre
sentar, histoquimicamente, lipides em quantidade detectavel.

No entanto, a difracao dos raios X revela que no cito
plasma das células cdrneas existem lipides (SWANBECK & THYRESSON,
1962; GOLDSMITH & BADEN, 1970), os quais envolveriam as fibri
las de "queratina". Além disso, MATOLTSY & BALSAMO (1955) mos
traram, através de tfécnicas bioquimicas, a presenca de lipides
nas células gueratinizadas , lipides estes situados na membra
na espessada e na matriz interfilamentosa destas cé@lulas. Tam
bém, com base em resultados bioquimicos, MATOLTSY (1958) enfa-
tizou a presenca de lipides, na matriz interfilamentosa das cé
lulas cdrneas, sugerindo sua relagao com a "gqueratina, o que
foi confirmade por SCHEUPLEIN & BLANK (1971).

0 aparente paradcxo, proveniente da discordancia assi
nélada, fol esclarecido pelos nossos resultados que demonstranm
a presenca de lipides mascarados no citoplasma das células cOr
neas. Apds o tratamento pelo metanol-clorofdrmio-&cido clori-
drico, material sudandfilo & demonstrado no citoplasma das cé-
lulas gueratinizadas, ou seja, no local onde ocorre O caracte -
ristico "padrao de queratina”. Este resultado constitui decor-

réncia do efeito do metanol-clorofdrmio-~&cido cloridrico, que
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desmascara lipides do citoplasma das células gueratinizadas.
De acordc com estes resultados, na porgao superficial da epi-
derme ha lipides, tanto na membrana espessada gquanto no citcplas
ma das células queratinizadas. Na membrana sao demonstraveis
independentemente de outros tratamentos, enquanto que no cito
plasma o material sudandfilo sb & evidencidvel apds desmascara
mento. Uma vez que em ambos os locais os lipides estao associa
dos com proteinas, esta diferenga de comportamento, provavel-
mente, se relacione com © grau de estabilidade dessa associas
¢ao.

Deve ser assinalado que o tratamento pelo metanol-clo-
rofdrmio-acido cloridrico desmascara lipides, também, do cito
plasma dos queratindcitos dos extratos mais perifericos da ca-
mada espinhosa e; principalmente, dos da granulosa. Estes re-
sultades sugerem gque o mascaramento dos lipides, na epiderme,
seja progressivo, iniciando-se antes da cé&lula se tornar total
mente gueratinizada; sugerem, também, relacao entre os lipides
mascarados e a queratinizagao.

Os granulos de material sudandfilo, que ocorrem depois
do tratamento pelo metanol-clorofbrmio-acido cleoridrico, nos
queratinbdcitos mais periféricos da porgao profunda da epiderme,
devem ser discutidos gquanto ao gue fol interpretado como decor
réncia de seu desmascaramento. Isto porgue eles sao bem eviden
ciados apds o tratamento pelo metancl-clorofdérmio-~acido clori-
drico, que extrai o restante do material sudandfilc do citoplas-
ma ¢os queratindcitos desse local. No entanto, em ausencia do
tratamento pelo metanol-clorofdrmio~acido cloridrico, eles po-
deriam ser, também, sudandfilos, embora nac distinguiveis do
restante do material sudandfilo al existente. Se isso ocorres
se, esses granulos nao conteriam lipides mascarados, massim 11
pides resistentes ao tratamento pelo metanol-cloroformio-acido
cloridrico e gue, ulteriormente, se tornariam mascarados nas
células queratinizadas. Embora haja dificuldade em se estabele
cer gqual a correta interpretacac da sudanofilia que remanece
apbs o tratamento pelo metanol-clorofdormio~acido cloridrico,
esses lipides serao referidos sob a denominagac de mascarados.
Estes resultados sugerem, além disso, que os lipides mascara-
dos, da porgac profunda da epiderme, estejam relaclonados com
os lipides wmascarados do citoplasma das células queratinizadas.

O tratamento pelo acido perfdérmico, também  apresenta

efeito cdesmascarante sobre lipides situados no citoplasma das
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células queratinizadas; todavia, os lipides assim desmascara—
dos se apresentam sob forma de granulagoes sudandfilas e nao de
substancia sudandfila difusa, conforme ocorre guando se efetua
0 desmascaramento pelo metanol-clorofdrmio—-3cido cloridrico.
Esta diferenca sugere que as substancias lipidicas, desmascara
das por esses dols tratamentos, nac sejam idénticas. Por outro
lado, apbs o tratamento prévioc pelo metanol-clorofSrmio-~ Acido
cloridrico desaparece o material sudandfilo desmascarado pelo
acido performico, sugerindoc que ele foi extraido. Este compor
tamento indica, também, que este material sudandfilo & diferen
te do que - & desmascarado pelo metanol-cloroférmio-acido clori
drico, © gual nao & extraldo por este solvente.

Por outro lado, tanto os lipides da membrana espessada
quanto os intracitoplasmicos, das células queratinizadas, siao
extraidos pelo tratamento com hidrdxido de potl@ssio, principal
mente ap0s o desmascaramento pelo metancl-clorofdrmio~acido clo
ridrico.

Convém salientar que & bem conhecida a impossibilidade
de detecgao histogquimica de lipides mascarados, ou seja, de 11
pides ligados a outras substancias, através das t&cnicas habi
tuais; no que se refere aos lipides ligados & protefnas, a de
tecgao histogquimica torna-se possivel apds o tratamento por pro
teases ou por solventes de lipides, os quais dissociam o 1lipide
da proteina (CIACCIO, 1910; PARAT, 1928; KIRKMAN & SEVERINGHAUS,
1938a, b, ¢; HIRSCH, 1939; HOAGLAND et alZ7,, 1940; BLIX et qli<.,
1941; BOURNE, 1942). No casc particular da epiderme, foi neces
sario, para o desmascaramento,c emprego de um solvente de 1ipi-
des ,adicionade de acido,ou de um acido forte,

Nossos resultados indicam, contudo, gue nem sempre a
associagao de lipides com protelnas mascara a sudanofilia,pois
os lipides da membrana espessada, embora ligados & proteinas,
sao sudandfilos: sugerem, por outro lado, que © mascaramento
decorra de uma associacao mais complexa e mais Intima e que,
por isso, apresente maior grau de estabilidade, exigindo, por

tanto, tratamento mais drAstico para que a ligagao seja rompi
da.

2 - Lipides contendo colina precentes na epiderme

A metodologia empregada, no presente trabalho,permitiu

demonstrar a presenga de lipides contendo colina na membrana
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plasmatica dos queratindcitos, das camadas mals internasda por
cac profunda da epiderme e no espago intercelular desta porgao ;
além disso, no citoplasma das células da camada granulosa, tam
bém, ocorrem lipides contendo colina.

Apds a agao do hidrdxido de potassio, que tem  efeito
desmascarante, fol possivel demonstrar, nc interior do citoplas-
ma dos queratindcitos dos extratos mais periféricos da camada
espinhosa, a presenga de lipides contendo colina associados com
os tonofilamentos. Este tratamento determina, também, o apare
cimento de material reativo, de aspecto granular, no citoplas
ma dos queratindcitos dos extratos mais internos da camada es
pinhosa. Convém destacar, contudo, que a técnica empregada de
monstra a presenca de colina ionizavel; assim sendo, apds a a-
¢do do hidrdxido de potdssio, nao pode ser afastada a hipdtese
de estar sendo desmascarada colina de origem nao lipidica. Con
tudo, a colina, seus sais e seus compostos nao lipidicos, sao
hidrosscliiveis, nao sendo preservados em material fixado em for
malina-bicloreto de merclirio (SILVEIRA & HADLER,resultados nao
publicados); portanto, a colina detectdvel pela técnica histo
quinica, por nds utilizada, provavelmente, & de natureza lipi-
dica e assim foi por nds considerada.

Os lipides contendo colina, relacionados com os tonofi
lamentos, nao somente sao desmascarados como remanecem — apds
o tratamento pelo hidrdxido de potdssio, o que sugere estabili
dade da ligacdo entre os lipides e as proteinas dos tonofila-
mentos. Essa estabilidade, todavia, nac resiste ao tratamento
pelo dcido perfdrmico, o qual extrai o material colina positi
vo, desmascarado pelo hidrbxido de potéssio, relacionado  com
os tonofilamentos.

Convém assinalar que o tratamento pelo hidr@xido de po
tdssio extral a maior parte do material sudandfilo do ciltoplas
na dos queratindcitos da porcao profunda da epiderme; contudo,
parte do material sudandfilo permanece no citoplasma dos quera
tindcitos da camada espinhosa. £ possivel gue o material suda-
ndfilo remanecente seja constituldo pelos lipides contendo co
lina, desmascarados pelo tratamento com hidrdxido de potéssic.

Na porgaco superficial da epiderme, tanto a membrana es
pessada das células queratinizadas quanto o seu citoplasma apre
sentam lipides contendo colina, uma vez que o tratamento com
metanol-clorofdrmio~8cido cloridrico desmascara este tipo de

lipides, no citoplasma das células queratinizadas, da mesma ma
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. f - + .
neira que ocorre com o material sudanofilo mascarado. A reati

vidade da membrana espessada & malis intensa nos extratos mais
periféricos da camada c¢drnea, ao contriric da reatividade do
citoplasma que & maior nos extratos mals internos, desta cama-
da, sugerindo gue os lipides contendo colina, inicialmente, si
tuem-se no citoplasma das celulas queratinizadas e, posterior-
mente, se depositem na face interna da membrana espessada. .

Contudo, nao pode deixar de ser considerada a hipdtese
segundo a gqual a malor reatividade do citoplasma das células
gueratinizadas, para a té&cnica gque revela lipides contendo co-
lina, nos extratos mais internos da camada cOrnea, seja conse-
guéncia do menor grau de bloqueio desses lipides; segundo esta
hipdtese, o bloqueio da reatividade seria progressivamente tan
to mais intenso guanto mais perifé@rico o extrato da camada cdr
nea. Esta hipdOtese, nao & favordvel & deposicao de lipides con
tendo colina, do citoplasma das células queratinizadas, na fa-
ce interna da membrana espessada.

A presenca de lipides contendo colina, na epiderme-e em
outros epitélios queratinizados, de varias espécies de mamife
ros, fora assinalada por HADLER & SILVEIRA (1976).Esses resul
tados foram confirmados no presente trabalho,

08 lipides contendo colina, da epiderme, sSe apresentam
formando complexos, provavelmente com proteinas, uma vez dque
nao sao extraidos pelo metanol-clorofdrmic, sao parcialmente
extraldos pelo metanol-cloroformio-acide cloridrico e pela hi
drdlise com hidroxido de potassio, e quase totalmente extrai-
dos pelo tratamento com &cido perfdrmico. Convém sallentar gue
o material sudandfilo, da membrana espessada das células gue-
ratinizadas, aparentemente,nao & extraido pelo tratamento com
dcido performico. Este resultado indica que o material sudand-
filo da membrana espessada & constituldo por diversas substan-
cias de natureza lipidica, algumas extraiveis pelo acido perfor
mico (lipides contendo colina) e outras nao (parte do materilal
sudandfilo).

OTTENSTEIN et aliz. (1952) e MONTAGNA (1262) sugeriram
que fosfolipides contendo colina, da epiderme, se apresentavam
ligados a "queratina® através da colina. Nossos resultados re-
velam que, apds a agao desmascarante do metanol-clorofdrmio-a-
cido cloridrico, aparece colina reativa em locals onde a rea-
cac era negativa em auseéncia deste tratamento; este resultado

sugere gque a colina se apresentava , inicialmente, blogqueada
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quimicamente, bloqueic este que poderia resultar de sua liga-
¢ao com a “"queratina"; sugere, também, que os lipides contendo
colina, do citoplasma das células queratinizadas, provenham das
granulagées colina positivas, situadas no citoplasma dos quera
tinbcitos da camada granulosa, onde nao se apresentam mascara
dos.

Na epiderme humana, através de métodos bioldgicos, foi
demonstrada a presen¢a de colina, 60,0 a 80,0% da qual se apre
sentava livre; admitiu-se que a colina proviria da hidrélise
de fosfolipides e que essa hidrdlise ocorreria na camada cor-
nea, uma vez gque, nesta camada, o conteddo de colina era vinte
vezes menor do que no restante da epiderme (SMIDER et alit.,
1949). A existéncia de hidrdlise de fosfolipides contendo colina,
com liberagao e remogao da colina, & sugerida peloS nossos re-
sultados, que revelam menor reatividade da membrana espessada
das c€lulas queratinizadas, para a reacdo que demonstra 1ipi-
des contendo colina, nos extratos mais periféricos da camada
cornea.

Dentre os lipides contendo colina, presentes na epider
me, devem ser consideradas as fosfatidilcolinas e as esfingor
mielinas. Ambas contem, além de colina, o ion fosfato. Assim
sendo, antes de se discutir mais pormenorizadamente os resulta
dos referentes aos lipides contendo colina, eles devem ser cor
relacionados com os resultados obtidos com a reagdc para de-

monstrar, histoguimicamente, o ion fosfato.

3 - Lipides contendo ion fosfato presentes na epiderme

Os resultados fornecidos pela técnica gque demonstra o
ion fosfato, em cortes histoldgicos previamente tratados pela
ribonuclease, foram interpretados como decorrentes da presencga
de lipides dotados deste Ton.

Nos mesmos locais da epiderme em que foram assinalados
lipides contendc colina foi, também, revelada a presenca do
fon fosfato, apds o pré-tratamento pela ribonuclease, sugerin-
do que o fosfato e a colina integrem as mesmas substéncias (fos
folipides contendo colina). Os resultados do presente trabalho
sugerem que fosfolipides contendo colina estao presentes na mem
brana plasmatica dos gueratindcitos e no espago intercelular da
porgao profunda da epiderme, assim como na membrana espessada

das células queratinizadas. Neste {iltimo local, no entanto, a



117

reacao para o ion fosfato & muito mais fraca, em comparacao
com a reacao para colina, sugerindo a pessibilidade de gue nem
todo lipide contendo colina, ai situado, contenha fosfato. To-
davia, nao deve ser esquecido que a reagdo histoquimica para
colina, embora quase especifica, fornece resultados fracamente
positivos com a vitamina D (HADLER & SILVEIRA, 1978). Esta vi-
tamina & encontrada na membrana espessada das células querati-
nizadas, podendo ser parcialmente responsavel pela maior inten
sidade da reagao para lIpides contende colina, verificada nes
te local. Contudo, gquando se efetua o tratamento desmascarante
pelo peridrol-amdnea, a reac¢do para o ifon  fosfato torna-se
mais intensa na membrana espessada das células queratinizadas,
indicando que a fraca reatividade depende; também, ‘do . mascara-
mento desse ion.

Por outro lado, no citoplasma das células queratiniza-
das, embora tenha sido assinalada a presenca de lipides conten
do colina, apos desmascaramento com metanol-clorofdrmio-acido
cloridrico, nao foi possivel demonstrar, histoguimicamente, o
fon fosfato nesse local, em cortes histoldgicos submetidos ao
desmascaramento pelo metanol-clorofdrmio-acido cloridrico. En-
tretanto, guando o desmascaramento & feito através do tratamen
to com peridrol-amoénea, o Ion fosfato passa a ser, histoquimi-
camente,detectavel no citoplasma das células queratinizadas.
Este resultadce,além de indicar a presenga de colina e ion fos-
fato no interior das cé&lulas queratinizadas, sugere gue o ion
fosfato apresente ligagao mais estlvel, pois h3 necessidade de
tratamento mals severo para ser desmascarado. Assim sendo, ha
evidencias da presenca de fosfolipides contendo colina,também,
no citoplasma das celulas gqueratinizadas, os quais, todavia,se
apresentam mascarados.

No citoplasma dos queratindcitos da porcao profunda da
epiderme, a hidrSlise com hidrdxido de potédssio desmascara co
lina, associada com os tonofilamentos, tornando-a histoquimi-
camente detect@vel. Nao obstante, apds o tratamento com hidrd
xido de potédssio, nao hd desmascaramento do fon fosfato nos 11
pides associados com os tonofilamentos. Pordm, quando se efe-
tua o desmascaramento com peridrol-amOnea aparece material fos
fato positivo no citoplasma dos queratindcitos da camada espi-
nhosa. Este material, embora nac apresente a disposicao fila-
mentosa dos tonofilamentos, poderia estar a eles associado:; a

ausencia da estrutura filamentosa decorreria de artefato cau-
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sado pela difusdo do material reativo, por efeito do desmasca
rante. Ha, portanto, evidéncias de gue os tonofilamentos estio
associados com substancia, provavelmente lipidica, dotada de
colina e fosfato. Esta substancia parece intimamente associada
ac material protéico dos tonofilamentos, a julgar pelo mascara
mento tanto da colina quanto do fon fosfato, o qual pode decor
rer desta associagao.

Estes resultados sugerem a presenga de fosfolipides oon
tendo colina, no citoplasma das c@lulas queratinizadas, assim
coemo no citoplasma dos queratindcitos da camada espinhosaj nes
te filtimo local, se apresentam relacionados com os tonofilamen
tos. A semelhanga quanto &s propriedades e quanto aos tratamen
tos necessarios para o desmascaramento dos fosfolipides conten
do colina, situados em ambos os locais, sugere similaridade en
tre os lipides precocemente associados com a pré-gqueratina dos
tonofilamentos e os localizados no citoplasma das células que-
ratinizadas e relacionados com a "queratina"; permite, ainda,
supor gue os fosfolipides, associados com os tonofilamentos,per
sistam em associagao  com proteinas fibrilares contidas no inte
rior.das ceélulas queratinizadas, participando do processo de
queratinizacao epidérmica.

Alias, algumas transformagdes sofridas pelas proteinas
fibrosas, durante a diferenciagao das células epidérmicas, fo
ram assinaladas desde LITVAC (1940), o gual mostrou, em cultu
ras de c&lulas epid@rmicas, que nos primeiros dias as protei-
nas fibrosas eram lisadas tanto pela pepsina quanto pela trip
sina; em culturas de dez dias, a "queratina jovem" era hidroli
sada apenas pela pepsina enquanto gue, em culturas de trés se
manas, a "queratina madura" resistia a ambas as enzimas. Es-
ses resultados sugerem que, durante a evolucao das culturas,
proteinas fibrosas sao complexadas com produtos de outras natu
rezas e, Como consegquencia, tornam-se resistentes & agéo das
proteases. Em concordiancia com esses resultades, fol admitido
que a transformagao da pré-queratina (dos tonofilamentos) em
"queratina” (situada na célula cdrnea) @ simultinea com o apar
recimento de um lipide, orientado em relagio ao eixo da fibro-
proteina (GOLDSMITH & BADEN, 1970). Os resultados do presente
trabalho sac favor3veils & essa interpretagao, pois sugerem in
tima relagao entre a protelna fibrosa dos tonofilamentos e os
fosfolipides contendo colina, associacgao esta que parece per-

sistir nas fibrilas de "queratina".
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4 - Relagao entre o material sudanbfilo e os  1ipides
dotados de colina e fosfato, presentes na epider-
me

Confrontando os resultados obtidos com a coloragac pe

lo negro de Sudan, com os fornecidos pelas técnicas para lipi-

des

me,

1 -

contendo colina e para o lon fosfato verifica-se,na epider
© seguinte:

Grande proporg¢ac do material sudandfilo & constituida por
lipides gue contém colina e fosfate, o que sugere tratar-
se de fosfatidilcolinas ou de esfingomielinas. Estas subs
tancias parecem formar complexos com proteinas e, por is-
so, nao sao extraiveis pelo metanol-clorofdrmio, a nao ser
apds hidrdlise dcida ou alcalina,

A situagao do material sudandfilo, na porgac superficial da
epiderme, coincide com a localizagaoc dos lipides contendo
colina, inclusive no que diz respeito aos lipides mascara
dos, situados no citoplasma das células gqueratinizadas.

Os lipides contendo colina, mascarados, situados neo cito-
plasma das c&lulas queratinizadas, nao reagem positivamen
te & reagao gue revela o Ion fosfato, a nao ser apds trata
mento por peridrol-amoOnea. ~

A aparente discordancia, gquanto a intensidade da reagao pa
ra lipides contendc colina e a reacao para o ion fosfato,
sendo esta ultima negativa no citoplasma das células quera
tinizadas e muitc pouco intensa na membrana espessada, po
de ser explicada pelo bloqueio do Ion fosfato, gque exige
tratamento adequado para ser desmascarado,

Apds a hidr8lise alcalina, na porgao profunda da epiderme
sobrevém desmascaramento de colina reativa, relacionada cam
os tonofllamentos; este mesmo tratamento nac desmascara o
fon fosfato; todavia, o tratamento com peridrol-amonea su
gere a presenga de fon fosfato nesse local,

Convém ainda salientar que na porgao profunda da epiderme
o material sudandfilo, situado na membrana plasmftica dos
queratindcitos e no espago intercelular, contém, de acordo
com nossos resultados, fosfolipides dotados de colina.

Ao contrario, a maior parte do material sudandfilo, conti-
do no citcoplasma dos gqueratindcitos das camadas espinhosa
e granulosa, nao reage como fosfolipides contendo colinaj;

a reagac para o fon fosfato & muito fraca, nesse local,
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mesmo apds desmascaramento pelo peridrol-amodnea, pois ape
nas nos extratos mais periféricos da camada espinhosa e na
camada granulosa a reagao & positiva. Por outro lado, a rea
tividade & reagao para lipides contendo colina & bem menos
intensa, comparada com os resultados fornecidos pelo negro
de Sudan e, além disso, atinge principalmente os queratiné
citos dos extratos mais perifericos da camada espinhosa e
0s da camada granulosa. O material sudanéfilo, ao contra-
rio, além de mais abundante, atinge também queratindcitos
mais profundamente sitwados na camada espinhosa. Estes re
sultades sugerem que o material sudandfilo, da porgac pro
funda da epiderme, seja constituildo,em pequena parte, por
fosfolipides contendo colina, porém, em sua maior parte,
por lipides destituidos de colina e de fosfato. Alids, foi
demonstrada a presencga de material lipidico de outra natu-
reza (colesterol e vitamina D) no citoplasma dos queratind
citos das camadas espinhosa e granulosa, o que sera discu-
tido posteriormente; esse material deve ser responsavel pe
la maior parte da sudanofilia ai presente e també&m por par
te da reatividade, quando se emprega a técnica para lipi-
des contendo colina, pois a vitamina D reage fracamente com
esta técnica.

B - No citoplasma dos queratindcitos da camada granulosa ocor-
rem pequenas granulagoes sudandfilas e colina positivas,
cujas caracteristicas morfoldgicas sac diferentes das gra-
nulagdes que contém vitamina D; por estes motivos, elas fo

ram consideradas como granulos de lipides contendo colina.

Tem side admitido gue os fosfolipides, inclusive os fos
foesfingolipides, sao sintetizados na epiderme a partir do ace
tato (OHKIDO et al<i., 1970, 1972a; LONG & BOYCE, 1971), com su
cessiva incorporacac do Ion fosfato e da colina ou de outra ba
se nitrogenada (CARNEY et altvi., 1966). As etapas da biossin
tese dos fosfolipides, na epiderme, nao estac completamente es
tabelecidas, embora tenham sido assinalados varios produtos in
termediarios (LONG & BOYCE, 1971).

Existem varios trabalhos bioquimicos sobre a composi
cao dos fosfolipides e dos lipides neutros da epiderme dos ma-
miferos (REINERTSON & WHEATLEY, 1959; CARRUTHERS, 1964; WHEATLEY
& FLESCH, 1967; ANSARI et qli<., 1970; LONG, 1970). LONG &
BOYCE (1971) assinalaram que, dentre os fosfolipides da pele,

40,0% correspondem a fosfatidilcolina, 20,0% & fosfatidiletano
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lamina, 5,0% & fosfatidilserina e 14,0% 3 esfingomielina; cor-
forme se verifica, 54,0% dos fosfolipides contém colina. A pre
senga de esfingomielinas (constituldas por ceramidas e fosfo-
rilcolina), foi também assinalada na epiderme de mamiferos (GRAY
& YARDLEY, 1975a).

GRAY & YARDLEY (1975a) e GRAY & WHITE (1978) identifi
caram, além disso, os lipides polares e os glicoesfingolipides
da porgac superficial da epiderme; dentre os primeiros caracte
rizaram dois fosfolipides especiais na camada granulosa da epl
derme do porco (GRAY & YARDLEY, 1975a; GRAY, 1976).

Através da técnica de cromatografia em camada fina,
ELIAS et alii. (1977b, 1979a) identificaram, dentre os fosfoll
pides das camadas granulosa e cOrnea,da epiderme, fosfatidilco
lina, fosfatidiletanolamina e esfingomielina; assinalaram, tam
bém, que os esfingolipides constituem 25,0 a 40,0% do total dos
lipides. Esses resultados confirmam a presenca de fosfolipides
contendo colina nos queratindcitos da camada granulosa, o que
esta de acordo com nossos resultados histoquimicos.

A deteccac histoguimica de fosfolipides, na epiderme,
fol efetuada,primeiramente,por BAKER (1946), na pele do maca-
co, através da técnlica da hemateina &cida; este autor assina-
lou a presenca de granulos perinucleares nas c&lulas epidérmi
cas e admitiu sua natureza fosfolipidica. A técnica da hematel
na acida foi, também, empregada por MONTAGNA & HAMILTON (1949) e
MONTAGNA (1962}, os guais evidenciaram material reativo nos des
mossomas dos queratindcitos das camadas mais profundas da epl
derme. WISLOCKI (1951) mostrou a presenga de material hematel
na acida reative no espago intercelular correspondente aos
extratos intermediidrios e periféricos da camada espinhosa e da
camada granulosa, no epit2lio da vagina e da gengiva.BRARUN-FALCO
(1958b} e JARRETT et aiii. (1959) verificaram forte reativida-
de das células da camada granulosa, guando empregavam a tecni
ca da hemateina acida, em cortes histoldgicos de pele.

Convém salientar que a teécnica da hemateina acida
(BAKER, 1944) nao & especifica para fosfolipides, conforme foi
verificado em modelos de papel de filtro (HADLER & SILVEIRA,
resultados nac publicados). Um dos motivos desta inespecifici-
dade advém da propriedade apresentada pela hemateina que con-
siste em formar lacas coradas, quando se liga a metais,

No caso particular da epiderme, a presencga de metais

nas células da camada granulosa foi assinalada ror MONTAGNA
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(1962) e JARRETT & SPEARMAN (1964). Assim sendo, os resultados
da técnica da hematelna acida na epiderme, especialmente na ca
mada granulosa, devem ser interpretados com cautela. JARRETT
(1960) mostrou a presenga de material hemateina &cida positiva
na camada granulosa e ausencia deste material na camada cSrnea;
considerou esse material como sendo fosfolipide, que era cindi
do pela fosfatase acida e, por isso, desaparecia na camada cor.
nea.

Convém salientar gue os resultados do presente traba-
lho foram obtidos com a tecnica de HADLER & SILVEIRA (1978) ;es
ta tecnica apresenta especificidade para lipides contendo coli
na pois, além deles, somente as vitaminas A e D produzem resul
tados pesitivos,embora de fraca intensidade, Os resultados ob=
tidos com esta técnica revelam apenas alguns granulos reativos
nos queratindcitos da camada granulosa, confirmando parcialmen
te os resultados de JARRETT (1960). Por outro lado, a reagdo pa
ra o Ifon fosfato, sequndo a técnica de HADLER et alif. (1978),
€ negativa no citoplasma dos queratindcitos da camada granulo
sa, a nao ser apds o desmascaramento,

A técnica da hemateina dcida fol empregada, também, por
ELIAS et alii. (1979%9a), os quals verificaram coloragao do cito
plasma dos gueratindcitos da porgao profunda da epiderme, prin
cipalmente das células mais superficiais da camada granulosa;
os extratos mais profundos da camada cdrnea també&m se coravam;
o tratamento por solventes de lipides nac modificava a reativi
dade. Esses resultados, contudo, devem ser interpretados con-
siderando~se a falta de especificidade da tecnica da hematelna
dcida pois, conforme 33 foi assinalado, a hemateina forma la-
cas com metais, o©os quails estao presentes nas células da cama-
da granulocsa.

ELIAS of ali7. (1979a) estudaram, histoquimicamente,os
fosfolipides da epiderme, ao microscdpio eletrdnico,  através
da técnica do tricomplex (segundo ADAMSON & BOWDEN, 1970),em cor
tes tratados,ou nao, pelo metanol~clorofdrmio. Verificaram rea
¢ao positiva no citoplasma dos gqueratindcitos da camada granu-
losa, principalmente ao redor da membrana das mitocdndrias, do
complexo de Golgi e dos corpos lamelares. Todavia, tanto as la
melas quanto a matriz interna dos corpos lamelares, assim como
o restante do citoplasma, nao apresentavam reagao positiva. Na
camada cOrnea, verificaram finos granulos no espaco intercelu-

lar, gue interpretaram como residuos de membranas dos corpos la



123

melares. O restante do espaco nao apresentava reatividade. Por
cutro lado, o tratamento com metanol-clorofdrmic nao afetava a
reatividade da epiderme. Conforme se verifica, também a técni
ca do tricomplex nac fornece resultados positivos em todos os
locais onde a hemateina acida indica a presenca de material
reativo, © que provavelmente decorre da inespecificidade des-
ta Gltima técnica.

Os resultados fornecidos pela técnica utilizada no pre
sente trabalho revelam, entretanto, a presenca de livides con
tendo colina tanto na porgao profunda quanto na porgao superfi
cial da epiderme, em locais em que a reacao para o Ion fosfato
é também positiva. Nas c&lulas queratinizadas, fosfolipides con
tendo colina foram demonstrados tanto na membrana espessada
quantc no citoplasma. Neste UGltimo local, eles se apresentam
mascarados. A principal discordancia entre os resultados do pre
sente trabalho e os de ELIAS et aﬂii. (197%a) ,consiste na de-
tecgao de fosfolipides contendo colina, relacionados com os to
nofilamentos e, provavelmente, com as fibrilas de "queratina",
0s guais sao demonstrados somente apds o uso de desmascarantes
apropriados. Estes resultados sac favoraveis 3 correlacao en-
tre fosfolipides e queratinizagao. Contudo, no que concerne a
esta correlacao, dados anteriores, cobtidos atraves de diferen
tes técnicas, nem serpre sio concordantes;assim, embora a presenca de
lipides, na "queratina" epidérmica, tenha sido sugerida pela
espectroscopia dos raios X (SWANBECK, 1959; SWANBECK & THYRESSON, -
1962; FRASER et glii., 1963) e confirmada pelos resultados de
extragoes com solventes (WHEATLEY et aqlZZ., 1964; ELIAS et alif.,
1979a), a microscopia eletrdnica nao comprovou a presenca de
lipides nas cé@lulas queratinizadas, afastando sua relagao com
a queratinizagﬁo. Deve ser destacado, no entanto, gque a micros
copia eletronica nao & adequada para este tipo de investigag3o. .

Deve ser considerado gue os fosfolipides constituem com
ponentes obrigatdrios dos gueratindcitos, pois fazem varte do
sistema de membranas celulares (SINCLAIR, 1934), sendo muito im
portantes na sua estabilizagdo (SINCLAIR, 1934, 1937). S3o0 con
siderados os componentes mais importantes das estruturas mem-

branosas bilaminares (PASCHER, 1976), embora outras substan-—

cias, tais como as ceramidas, possam também formar estruturas
desse tipo. Na camada cdrnea, foi demonstrada a presenca de 11

pides capazes de formar estruturas bilaminares estaveis (GRAY &
WHITE, 1979%a).
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Em geral, a concentragéo de fosfolipides se mantém
constante nas celulas, existindo equilibrio entre eles e o co-
lesterol; admite-se que a atividade bioquimica dos fosfolipides
seja regulada pelo colesterol (BLOOR & SNIDER, 1934).

Na epiderme, tem sido geralmente admitido que os 1ipi
des peclares, especialmente os fosfolipides, se apresenten guan
titativamente diminulidos na camada cOrnea {(ELIAS, 1981). Aliis,
a redugao dos fosfolipides nas regides mais periféricas da epi
derme fol verificada desde UNNA & GOLODETZ (1910), 08 Jquais
admitiram que os fosfolipides nao estariam presentes na cama
da cbrnea.

Na pele de mamiferos, os fosfolipides atingem a propor
¢ao de 0,7 a 0,8% do peso seco dos lipides (REWALD & SCHWIEGER,
1933; MATTHEWS et qliZ., 1935); eles sac mais abundantes na e-
piderme, .onde atingem proporcoes mais elevadas nas camadas mais
profundas (KOOYMAN, 1932; TAYLOR et qli7., 1948), perfazendo
2,6% do peso seco; ao contrario, na camada cdrnea a proporgao
diminui para 0,14%. Foi demonstradc que, do total dos 1ipides
da camada cOrnea da epiderme do porco e do homem, os fosfolipi
des constituem apenas 1,0% (GRAY & YARDLEY, 1975a) ou mesmo
0,1% (ELIAS, 198l): no entanto, esta proporcao varia com a es~
pécie animal, pois na camada cdrnea da epiderme do camundongo
atinge 10,0% (ELIAS, 1981),

A grande diminuicao dos fosfolipides, nas f{ltimas fa
ses da queratinizagéo, foi confirmada por diversos autoras
(LONG, 1970; GRAY & YARDLEY, 1975a; ELIAS et alii., 1977b,
1979a; GRAY & WHITE, 1978; ELIAS, 1981), sugerindo que os fos-
folipides estejam envolvidos no processo de queratinizacgao. A=
lém da diminuigao deos fosfolipides, também a relagac coleste-
rol-fosfolipides se modifica durante a queratinizagao, pois en
quanto o teor de colesterol diminui de 50,0%, na camada cérnea,
o de fosfolipides sofre redugao de 95,0% {(ROTHMAN, 1954). No
entanto, pequena quantidade de fosfolipides permanece no inte
rior da camada cbrnea, especialmente no espaco intercelular,
conforme mostram os resultados bioquimicos e histoquimicos
(ELIAS ¢t qlii,, 197%9a). Nossos resultados revelam a presenga
de fosfolipides contendo colina, tanto no citoplasma das célg
las queratinizadas quanto na membrana espessada. Convém salien
tar que as tecnicas por nds utilizadas ndo permitem a distin-
¢ac entre a membrana espessada e o espago intercelular.

A grande redugao dos fosfolipides nas camadas periféri
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cas da epiderme, foi confirmada por ELIAS et alii. {(1979a) e
ELTIAS (1981), os guais demonstraram que na camada granulosa da
eplderme do camundongo ha 40,0% de fosfolipides e na mesma ca
mada da epiderme do porco a propor¢ao atinge 34,0% do total
dos lipides; na camada cBrnea esses percentuais baixam para
10,0% e 0,1% ,respectivamente.

A redugao do teor de fosfolipides foi correlacionada
com a lise dos organulos dos queratindcitos,principalmente das
mitocondrias e de outras estruturas membranosas (lipofanerose),
lise esta que ccorreria nas fases finais do processo de quera-
tinizacao (LUDFORD, 1924). Como consequencia, haveria decompo
sigao dos fosfolipides com liberagdo da colina (SNIDER et alit.,
1349). Por outro lado, os &cidos graxos provenlentes do catabo
lismo dos fosfolipides, estariam presentes na camada cornea
(KOPPENHOEFFER, 1942), onde poderiam ser respons8veis pela esw
terificagao do colesterol, que ocorreria nos extratos superfi
ciais da epiderme. De acordo com esses dados, foi admitido que
os fosfolipides nao forneceriam substratoc para a gqueratinizagao
{LONG & BOYCE, 1971). No entantc, nossos resultados, que reve
lam associagac de fosfolipides contendo colina com a pré-que
ratina dos tonofilamentos e presenga de fosfolipides em asso-
ciagao com as fibrilas de "queratina", sao favoriveis i parti
cipacao destes lipides no processo de queratinizagao. Por ou-
tro lado, os resultados histoquimicos, obtidos apds desmascara
mento da colina e do ion fosfato, mostram que os fosfolipides
estao presentes, na camada cOrnea, em quantidade aprecifvel,
ocorrendo tantc no citoplasma das células queratinizadas quan
to em sua membrana espessada. |

Desvinculando os fosfolipides da queratinizagdo epidér
mica, LONG (1972) julgou que esses lipides eram decompostos du
rante o processo de queratinizagao e alguns dos seus constituin
tes reutilizados para a biossintese de triglicérides. OHKIDO
et alii. (1972b) admitiram que os fosfolipides e o colesterol
das membranas tornavam-se livres no final da queratinizagdo;
devido a isso, o complexo lipoprot@ico tornava-se instavel, po
dendo estes lipides ser extraidos facilmente (OHKIDO et qii<.,
1977).

Por outro lado, foi sugerido gue o desaparecimento dos
fosfolipides, na camada cdrnea, constituiria parte de um meca
nismo epidérmico responsivel pela conservacao do fésforo no

organismo (DOWNING & STRAUSS, 1974). Os fosfolipides, libera-
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dos através da lise do sistema de membranas celulares, seriam
catabolisados e o fon fosfato reabsorvido pelo organismo. Esta
hipdtese prevé a existéncia de hidrolases ativas nas regioes
superficiais da epiderme, o que foi confirmado por GRAY &
YARDLEY (1975a), os quais verificaram maior atividade hidrola
sica na camada granulosa.

Entre as hidrolases, que atuam no metabolismo dos gli-
cerofosfolipides, LONG (1975) identificou a fosfolipase A, o
que fol confirmadc por BOWSER (1978) e BOWSER & GRAY (1978) ,na
eplderme humana e do porco; foi sugerida, também, a presenca
de uma lisofosfolipase (fosfolipase B). Admite-se que a fosfo-
lipase A inicie o catabolismo dos fosfolipides, liberando um
dcido graxo e formande um lisofosfolipide, capaz de lisar a
membrana plasmatica (LUCY, 1970). A presenga de  fosfolipase
C, que hidrolisa a fosfatidilcolina em diglicéride e fosforil
colina, nao foi assinalada na epiderme humana e na do porco
(BOWSER & GRAY, 1978). Convém lembrar que sob o termo genérico
de fosfolipase C foram englobadas diversas fosfodiesterases,
Jque atuam sobre os fosfolipides (HELLER & SHAPIRO, 1966); no
entanto, as fosfodiesterases devem ser distinguidas da verda~
deira fosfolipase C.

No que diz respeito aos esfingolipides, GRAY & YARDLEY
(1975%a) mostraram que, devido ao catabolismo da esfingomielina,
nas células da camada granulosa da epiderme do porce e do ho-
mem, ocorre aumento correspondente de ceramidas nas cdlulas coOr
neas. lsto sugere que a enzima responsavel pelo catabolismo da
esfingomielina pocderia ser, também, uma fosfolipase C, respon-
savel pela sua hidrdlise com liberagdo da fosforilcolina. Por
outrc lado, BOWSER & GRAY {1978), utilizando a metilvl4CPesfig
gomielina e a metil—l4c-fosfatidilcolina, como substratos, en-
contraram evidencias da presenga de esfingomielinase em fra-
¢oes da epiderme humana e do porco, pois a metil-l4C~esfing0v
mielina foi hidrolisada, em pH 4,5, enguanto que apenas peque
na hidrélise da metil—lqc—fosfatidilcolina ocorreu entre pH 6,0
e 7,0. A esfingomielinase, que hidrolisa a esfingomielina,
originando uma ceramida e fosforilecelina, parece estar contida
nos lisossomas (BOWSER & GRAY, 1978). Foi admitido que esta en
zima catabolisa os esfingofosfolipides antes da c&lula atingir
o extrato cbrneo, o gue permitiria a reutilizagdo do f8sforo,

que seria reabsorvido através da epiderme (GRRY & YARDLEY,
1975b).
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Convém salientar que os fosfolipides epid@rmicos foram,
também, relacionados com os corpos lamelares. A semelhanga en
tre a estrutura desses corpos e a de fosfolipides sintéticos,
em sistema de fase aquosa (FERNANDEZ-MORAN, 1962; LUZ2ATI &
HUSSON, 1962; STOECKENIUS, 1962), sugeriu a presenca de fosfo-
lipides nos corpos lamelares (FRITHTIOF & WERSALL, 1965;SQUIER,
1968) . O emprege de solventes de lipides & tambdm favorivel 3
presenga de fosfolipides nos corpos lamelares (BREATHNACH &
WYLLIE, 1966; OLAH & ROHLICH, 1966; NIEBAUER & EBNER, 1970;
SUZUKI & ISHIKAWA, 1973; WILGRAM et qlii., 1973). SUZUKI &
ISHIKAWA (1973) assinalaram gue 0S8 corpos lamelares nao mais
sao verificados apds o tratamento da epiderme por metanol-clo-
roformio. KUROSUMI (1977} admitiu que as lamelas mais eletro
densas dos corpos lamelares eram constituidas por proteinas
(hidrolases), enguanto gue as menos eletrodensas eram consti-
tuidas por fosfolipides.

_ Dados histoquimicos sdo também favordveis & presenca
de fosfolipides nos corpos lamelares, Assim, OLAH & ROHLICH
(1966) verificaram que os corpos lamelares coravam-se pela he
mateIna acida, coloragao essa que ndo mais se verificava apds
extragao com piridina. BREATHNACH & WYLLIE (1966) verificaram
que 05 corpos lamelares impregnavam-se intensamente pelo tetrd
xido de osmio-iodeto de zinco, o que corroboraria com a presen
¢a de fosfolipides.

HASHIMOTO (1971b) e WOLFF & SCHREINER (1971) mostraram
que 0s corpos lamelares sao lisados pela fosfolipase C, suge-
rindo gue os fosfolipides devem estar presentes em suas membra
nas. Alias, através de resultados histoquimicos, ao nivel da
microscopia eletronica e da fratura apds congelamento { freeze~
fracture ), ELIAS et alii. (1977b, 1979a) assinalaram predomi
nancia de lipides polares nos corpos lamelares; todavia,os fos
folipides foram detectados apenas na membrana que envolve os
corpos lamelares,

Fol admitido que o contelldo dos corpos lamelares preen
Cheria e obstruiria o espago intercelular das camadas mais su
perficiais da epiderme (ELIAS & FRIEND, 1975; ELIAS et ali7.,
1977b, d, 197%a). Segundo esta hipdtese, o material intercelu
lar dessas camadas derivaria dos corpos lamelares, o que esta
de acordo com observages anteriores (SCHREINER & WOLFF, 1969;
SQUIER, 1973). Foi mesmo admitido que os corpos lamelares se-—

riam importantes na adesao celular das camadas superficiais da
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epiderme (HASHIMOTO, 1971b; HAYWARD & HACKEMANN, 1973).

Nao deve ser esquecido que no compartimento extracelu-
lar hd enzimas que nao estao presentes nos corpos lamelares,
tais como a adenosina trifosfatase e a adenilciclase (WOLFF,
1964; FARQUHAR & PALADE,; 1966; TIEDEMANN, 1971: MAHRLE &
ORFANOS, 1975; SONDERGAARD et alii., 1975). Esses resultados
sugerem que o compartimento exitracelular contenha produtos pro
venientes de outras origens; por esse motivo, admite-se que nao
sejam os corpos lamelares os {inicos responsaveis pelo contefido
do compartimento extracelular. De acordo com este conceitd es
tao os resultados de LAVKER (1976) e HAYWARD (1978), gue assi
nalaram, no espago intercelular, membranas bilaminares diferen
_tes das oriundas dos corpos lamelares, de natureza lipidica,
mas cuja origem & desconhecida.

Os resultados morfoldgicos ac nivel da microscopia ele
tronica, a reatividade histoquimica, a agéo de solventes e de
enzimas especificas {(fosfolipase C), sugerem, portanto, gue oS
corpos lemelares possuam proteinas, gliicides e lipides; dentre
os lipides, foram assinalados fosfolipides e colesterol.

Embora tenha sido demonstrado que 05 corpos lamelares
contém fosfolipides em sua membrana envolvente, eles nao devem
ser os uUnicos responsaveis pela presenca de fosfolipides nas
ceélulas superficiais da epiderme, pois outras citomembranas sao
tambem dotadas desses lipides. No que concerne & camada cornea,
08 corpos lamelares parecem responsaveis pelos fosfolipides pre
sentes no espago intercelular; estes fosfolipides foram consi
derados por nods como integrantes da membrana espessada das cée-
lulas gqueratinizadas. No entanto, os fosfolipides situades no
citoplasma das ceélulas queratinizadas, bem evidenciados no pre
sente trabalho, parecem independentes dos corpos lamelares; as
sim, nossos resultados sugerem gue os lipides mascarados, si-
tuados no interior das células queratinizadas, estejam relacio
nados com os fosfolipides contendo c¢olina asscciados com 0s to
nofilamentos, os quais sao evidenciados desde a camada espinho

sa, isto &, na porcao profunda da epiderme.
5 - Substancias PAS positivas presentes na epiderme
Os resultados do presente trabalho revelam glicogénio

e material PAS positivo, resistente ao teste da amilase, nos

queratindcitos da porgao profunda da epiderme; no entanto, a
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malor parte desse Ultimo material estd situado na porgio super
ficial da epiderme.

Na porgac profunda da epiderme, a substancia PAS posi-
tiva, nao hidrolisada pela amilase, & encontrada no espago in-
tercelular, tanto dos extratos periféricos da camada espinhosa
quanto da camada granulosa; no citoplasma = dos queratindcitos
desta 0ltima camada ocorrem, também, granulacoes PAS positivas.
Na porgao superficial da epiderme, apenas a membrana espessada
das células queratinizadas reage positivamente. De acordo com
nossog resultados, o tratamento com metanol-clorofdormic nao
extrai material PAS positivo da epiderme, ao contraric do meta
nol-cloroférmio~acido cloridrico que determina sua extragao.Es
tes resultados indicam que o material PAS positivo nao & soll-
vel em solventes organicos, a nao ser quando adicionade de a-
gente hidrolitico (acido cloridrico}, sugerindo estar associa
do com proteinas. O tratamento pelo hidrdxido de potassic de-
termina resultados diferentes, na porgao profunda e na porgdo
superficial da eplderme; na primeira tem acao desmascarante 1o}
bre o material PAS positivo, enquanto gue nas células queratini
zadas da porgao superficial determina extracao parcial do mate
rial PAS positivo, situado na membrana espessada. Estes resul
tados sugerem que o material PAS positivo, situado nestes dois
locais, constitua complexos diferentes. Todavia, a interpreta-
gao destes resultados & dificil, uma vez que parece haver mas-
caramento parcial do material PAS positivo, também na membrana
espessada das células queratinizadas, a julgar pela maior . in-
tensidade dessa reaga0 no espago intercelular da camada granulosa.

Fol assinalada, histoquimicamente, a presenga de glico
génic nas camadas espinhosa e granulosa da epiderme humana
(MONTACGNA et aqlilZ., 1948), assim como na bainha dos pélos, tan
to no homem (LOMBARDO, 1907; SASAKAWA, 1921) quanto no rato
(JOHNSON & BEVELANDER, 1946) e no coelho (BOLLIGER & McDONALD,
1943). No entanto, a maior parte do material PAS positivo da
epiderme nac € hidrolisdvel pela amilase (MONTAGNA et alit.,
1948) , o que foi confirmade pelos nossos resultados. WISLOCKI
et ali?. (1951) demonstraram fraca positividade da reacdo do
PAS na "substdancia intercelular” da camada cbrnea da epiderme
plantar. Segundo o critérioc adotado no presente trabalho,o que
os autores consideraram "substancia intercelular" corresponde
a membrana espessada das células queratinizadas; assim sendo,

a presenca de material PAS positivo, nesse local, foi confirma
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da pelos nossos resultados, os guais revelam, aleém disso, que
a reatividade da membrana espessada & fortemente inibida pela
fixagao com formalina-bicloreto de merclirio. WISLOCKI et ali<.
(1951) assinalaram, também, material PAS positivo no espago in
tercelular das camadas espinhosa e granulosa, o que foi con-
firmado no presente trabalho.

O material PAS positivo, demonstrado no espago interce
lular da epiderme, foi admitido como de natureza glucidica,
pois constituiria o glicocalice dos queratindcitos (ODLAND,
1958; BENNETT, 1963; BENEDETTI & EMMELOT, 1967; BORYSENKO &
RAVEL, 1973; OVERTON, 1974). Foi sugerido que o glicocalice con
teria glicoproteinas e glicolipides, estando intimamente ré
lacionade com o folheto externo da membrana plasmatica
(MATOLTSY, 1976).

No gue concerne ao material PAS positivo, situado na
membrana espessada das células queratinizadas, nossos resulta-
dos discordam dos obtidos por ELIAS et alii. (197%9a),o0s quais
assinalaram que a reagao do PAS e a da concanavalina A, eram
negativas na camada cbrnea, pois tanto a membrana espessada
guantco o citoplasma das células gueratinizadas nao reagiam,
ELIAS et alii. (1979a) usaram, para demonstrar polissacarides
neutros, a teécnica da concanavalina A combinada com'a peroxida
se (segundo HUET & HERZBERG, 1973); demonstraram que a matriz
dos corpos lamelares, tanto dos intra quanto dos extracelula-
res, apresentava-ge reativa; no entanto, nem os intersticios
do extrato cOrneo, nem o citoplasma das células cbdrneas, apre
sentavam reatividade. A reatividade dos corpos lamelares di
minuia apds o tratamento com solventes de lipides, sugerindo
tratar-se de glicolipides; a esse respeito, conven acrescentar
gue tem sido admitido que, na camada cOrnea, o espago interce
lular seria preenchido por lipides neutros (ELIAS & FRIEND,
1975; ELIAS et qlii., 1977c¢), que apresentam cardter hidrdfobo
(GRAY & YARDLEY, 1975a; ELIAS ¢t aglii., 1977c, 1979a).

A discordancia entre nossos resultados e o0s de ELIAS
et alii. {197%a), provavelmente, advem da metodologia empregada;
enquanto nossc material e fixado em solugao de formalina con-
tendo 3,0% de cloreto de cdlcio, os autores citados empregaram
material nao fixado, cortadc em criostato.

Empregando técnica da reacao do PAS modificada, WOLMAN
(1956) verificou que o citoplasma dos queratindcitos da camada

granulosa reagia positivamente, ao contrario da membrana plas
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matica que ndo reagia: o tratamento por solventes de  lipides
promovia extragac parcial do material PAS positivo. Esses acha
dos foram parcialmente confirmados POr nos, pois nossos resul
tados revelam a presenga de material PAS positivo, tanto no es
pago intercelular da porcac profunda da epiderme quanto no ci
toplasma dos queratindcitos da camada granulosa e na membrana
espessada das células queratinizadas. Nesses trés locais o ma
terial PAS positivo nao se apresenta livre, tendo em vista seu
comportamento diante dos solventes usados.

A natureza quimica do material PAS positivo da epider
me & discutida. Sua natureza polissacaridica tem sido admiti-
da com base no emprego de técnicas histoquimicas, que sugerem
a presenga de polissacarides ou de glicoproteinas, nos COrpos
lamelares (FARBMAN, 1964; MATOLTSY & PARAKKAL, 1965; HASHIMOTO
et alii., 1966; OLSON et alzi., 1969; HASHIMOTO, 1871b; HAYWARD,
1973; HAYWARD & HACKEMANN, 1973; INNES, 1973: ASHRAFI et alit.,
1977} . A presenga de material PAS positivo no citoplasma dos
queratindcitos da camada granulosa e no espag¢o intercelular da
camada cdrnea, onde se confunde com a membrana espessada, cons
titui evidencia de gque esse material poderia provir dos cor-
pos lamelares. Aléem disso, foi sugerida a presenca de mucopo-
lissacarides (proteoglicanas) recobrindo as c&lulas queratini-
zadas (RAMBOURG & LEBLOND, 1967), através do emprego de tecni
cas histoquimicas, ao nivel da microscopia eletrdnica {RAMBOUES,
1971) . Por outro lado, SKERROW & MATOLTSY (1974) analisaram,
guimicamente, o material desmossdmico da epiderme, tendoc en-
contrado 17,0% de carboidratos e 10,0% de lipides; além disso,
isolaram uma glicoproteina com P.M. de 130.000 daltons, PAS po
sitiva, que poderia ser responsavel pela reatividade da epider
me. GRAY et «li7. (1980) isolaram fragbes da membrana plasmati
ca dos queratindcitos da camada espinhosa, isentas de desmosso
mas, através da centrifugacdc fracionada; dentre essas fra-
goes, assinalaram glicoproteinas com P.M. de 90.000 a 120,000
daltons; todavia, nao verificaram se essa glicoproteina era
PAS positiva.

No entanto, deve ser assinalado gue os gliicides PAS po
sitivos, da epiderme, podem estar associados 2 1ipides, pois
foi admitido gque alguns "fosfolipides® reagiriam positivamente
ac reativo de Schiff, apbs oxidacio pelo dcido periédico (PEARSE,
1960) . Alias, a presenga de glicolipides, na epiderme, foi de

monstrada através de técnicas biogquimicas (GRAY & YARDLEY,
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1975a, b; ELIAS et aliZ., 1977b: GRAY & WHITE, 1978). Com ba-
se nos resultados bioquimicos, ELIAS et qli7. (1977b) sugeri
ram a possibilidade do material PAS positivo da epiderme ser
de natureza glicolipidica; assinalaram que os glicolipides o-
correm, principalmente, na camada granulosa, onde sio abundan
tes, mas tambeém sac encontrados na camada cOdrnea, embora am
mencr proporgac; isolaram cinco fragdes de esfingolipides,uma
das quais & constituida por um glicoesfingolipide e ocorre,
principalmente, na camada granulosa; as outras quatro fracoes
sao constituidas por ceramidas. ELIAS ez ¢l<7. (1979a) assina
laram a presenga de glicides neutros nos corpes lamelares, os
quais poderiam indicar a ocorréncia de glicoesfingolipides em
seu interior.

Devido a esses fatos, ELIAS et ql<<. (1979%a) e ELIAS
(1981) correlacionaram a positividade da reac3c do PAS, na ca-
mada granulosa, onde @ forte, e na camada cOrnea, onde & fra-
ca, com a presenga de glicolipides, hipdtese esta mais admiti
da atualmente. Nossos resultados sdao favoriveis a esta hipote
se, uma vez que o material PAS positivo, da epiderme, & extral
do por solvente organico adicionado de acido cloridrico. Den
tre os glicolipides devem ser consideradas as glicosilceramidas
(ceramidas ligadas & hexoses), presentes na epiderme em eleva
da proporgac (GRAY & WHITE, 1978; ELIAS et alli., 1979a).

Foi sugerido gue, na camada granulosa, ocorreria hidré
lise dos glicolipides com liberacao do gliicide e dos Acides gra
xos {(YARDLEY, 1969; FREINKEL & FIEDLER-WEISS, 1974); estes al-
timos poderiam esterificar o colesterol, presente nas células
queratinizadas.

Convem salientar que os resultados bioquimicos de GRAY
& YARDLEY (1975a) e ELIAS et alii. (1977b) indicam que a maior
parte dos glicolipides da epiderme desaparece nas fases finais
do processo de queratiniza¢ao. Esse desaparecimento decorre
de processo catabdlico, atraves do qual glicosilceramidas ori
ginariam ceramidas, devido 3 separagao do componente glicidico
(GRAY & YARDLEY, 1975a).

Em apoio a esta hipGtese, na camada cSrnea da epiderme
humana e do porco, foi assinalada a presenca de ceramidas na
proporgac de 20,0% sobre o total dos lipides (GRAY & YARDLEY,
1975a) . As ceramidas constituiriam produtos do catabolismo tan
te das esfingomielinas guanto das glicosilceramidas ,pois sao

N-acil derivados da esfingosina ou da deidroesfingosina (esfin
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ganina), por combinacao com acidos graxos (GRAY & YARDLEY,
1975%a).

A importancia das ceramidas consiste, principalmente,
em sua relagac com as glicosilceramidas e com as esfingomieli-
nas {ceramidas ligadas & fosforilcolina), ambas presentes na
epiderme em elevada proporcao (GRAY & YARDLEY, 1975a; GRAY &
WHITE, 1978; ELIAS et al<<., 197%a).

Nao estd ainda estabelecido se as ceramidas da camada
cdrnea provem do catabolismo das esfingomielinas ou das glico
silceramidas, ou de ambas (GRAY & WHITE, 1978); todavia, ha se
melhancas quanto aos acidos graxos e as bases das ceramidas e
das glicosilceramidas isoladas da camada cdrnea, o que consti
tui evidéncia de relacac entre ambas.

As ceramidas ocorrem, principalmente, na camada cOdr-
nea, polis existem em quantidade muitc pequena nas camadas ba-
sal @ espinhosa, aumentando progressivamente em paralelo com
o processo de gueratinizagao; da camada cornea da epiderme hu-
mana e do poroo foram isoladas gquatro diferentes ceramidas (GRAY
& WHITE, 1978). Esses resultados, todavia, nao estao inteira
mente de acordo com os encontrados por outros autores (LONG,
1970: ELIAS &1 alti., 197%9a; ELIAS, 1981), os quais revelam que
0s glicoesfingolipides e as ceramidas nac apresentam  grandes
variagoes quantitativas quando a camada granulosa e comparada
com a camada cornea.

De acordo com ©0s resultados do presente trabalho, mate
rial PAS positivo, provavelmente associado com proteinas, esta
presente no citoplasma dos gueratinbcitos da camada granulosa
e, principalmente, no espag¢o intercelular da porgao profunda
da epiderme e na membrana espessada das células queratiniza-
das. Estes resultados sugerem que a maior parte do material
PAS positivo apresente, na porgao profunda da epiderme, situa
cao extracelular e, posteriormente, se deposite na face exter
na da membrana espessada das ceélulas queratinizadas. Se esta
hipdtese for verdadeira, o material PAS positivo nao deve ser
proveniente dos corpos lamelares, pelo menos parcialmente.

Nao obstante as semelhancas quanto as propriedades do
material PAS positivo, situado no membrana espessada das célg
las queratinizadas e no compartimento extracelular da porgao
profunda da epiderme, ambos se comportam diferentemente dian
te da hidrdlise pele hidroxido de potassio. Enguanto ¢ primei

ro & extraido por este tratamento o outro, além de nao ser ex-
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traido, & desmascarado. Convém destacar que a hidrdlise pelo
hidroxido de potassio desmascara, também, tocoferol do compay
timento extracelular da porgao profunda da epiderme, sugerin
do gue o material PAS positivo e o tocoferol sejam componentes

de um mesmo complexo, suscetivel de ser hidrolisado pelo hidrd
xido de potassio.

6 - Colesterol e &steres do colestercl presentes na

epiderne

A reagao do acido peracético-azul de toluidina, confir
mada pela reagao do acido peracético-Schiff e pela auséncia de
inibig¢ao,quando se efetua fixacao por formalina-bicloreto de
merciirio, revela a presenca de colesterol nao esterificade na
membrana espessada das células gqueratinizadas, o qual parece
estar sob a forma de complexo lipoprotéico, uma vez que nao &
removido pela extracao com metanol-clorofdrmio, mas & extraildo
pela hidrdlise icida e, em menor proporcac, pela hidrdlise al-
calina. Além disso, também nos queratindcitos dos extratos mais
perifericos da camada granulosa ocorre colesterol nao esterifi
cado, o gual parece estar ligado a proteinas; nos extratos mais
profundos da camada granulosa e nos periféricos da camada es-
pinhosa, o colesterol nac esterificado, aparentemente, nac se
apresenta ligado & proteinas, uma vez que & removido pelo tra
tamento com metanol-cloroformio.

Esteres do colesterol foram igualmente demonstrados,pe
las técnicas histoquimicas empregadas, no citoplasma dos quera
tindcitos mais periféricos da camada espinhosa e nos da camada
granulosa; o material reativo se apresenta scb forma finamen
te granular ou difusa, e & parcialmente removido quando se efe
tua o tratamento pelo metanol-acido cloridrico (metilagao) ,Tam
bém na membrana espessada das c&lulas queratinizadas foli dedu
zida a presenga de ésteres do colesterol, principalmente, nosg
extratos mais periféricos da camada cOrnea; desta forma, o au
mento da proporcao de ésteres do colesterol, nos extratos peri
féricos da camada cbrnea, verificado por FREINKEL & FIEDILER-WEISS
(1974) ,fol confirmado pelos resultados histoquimicos do presen
te trabalho; este aumento ocorre, simultaneamente, com a dimi-
nuigao da reatividade da membrana espessada das células gquera-
tinizadas mais periféricas,d reacao do aAcido peracético-azul de

toluidina, o gue indica diminuicao do colesterol ndo esterifi
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cado. Nao obstante, os dados do presente trabalho revelam que
tanto o colesterol guanto seus ésteres situam-se apenas na mem
brana espessada das c€lulas gqueratinizadas, pois est3o ausen-
tes em seu citoplasma. O colesterol,situado no citoplasma dos
queratindcitos da porgao profunda da epiderme, & extraido quan
do se efetua a metilagao; o mesmo ndo ocorre com ¢ colesterol
situado na membrana espessada das células gueratinizadas. Es-
tes resultados sugerem que a ligagao entre esse esterol e pIro
vaveis proteinas seja mais estavel na membrana espessada.

JARRETT et alii. (1959) usaram o Acido peracético (se-
gundo PEARSE, 1960) para demonstrar o grupc disulfeto contido
na "queratina" epidérmica; - sem comentarmos a especificidade
desta técnica, conveém assinalar que embora ela empreque o aci-
do peracético seguido de um fluorocromo bdsico, ela se apresen
ta bem diferente da técnica por nbs empregada para demonstrar
colesterel, uma vez que recomenda fixacac em etanol a 70% e
utiliza acido peracético.a apenas 3%. Assim sendo, nao obstan
te a aparente semelhanca com a técnica do acido peracético-azul
de toluidina, para demonstrar colesterol, existem diferencas
fundamentais e, por este motive, os resultados de JARRETT
et alii. (1959) nao podem ser comparados com 0S expostos no pre
sente trabalho.

Os resultados por nds obtidos com o teste de Schultz in
dicam gue o material reativo, contido na porgao profunda da e-
piderme, aumenta, progressivamente, até a camada granuleosa e
se apresenta relacionado com a membrana plasmatica e com o es-
pago intercelular. Embora estes resultados sejam semelhantes
aos obtidos com a técnica do acido peracético-azul de toluidi
na, deve ser salientado que o teste de Schultz, em fragmentos
de papel de filtro, fornece resultados positives tanto para o
colesterol e seus ésteres guanto para o 7-deidrocolesterol e o
calciferol (SILVEIRA & HADLER, resultados nao publicados); por
tanto, esta reagao nac & especifica para ¢ c¢olesterol e seus
ésteres. Apesar da diferenca quanto & cor dos produtos de rea-
¢ao fornecidos pelo colesterol, pelo 7-deidrocolesterol e pe-
lo calcifercl, a inespecificidade do teste de Schultz persis~
te, porque essas diferen¢as nao sao significativas; além dis-
so, o acido sulfurico-acido acdtico fornece reacao corada com
proteinas dos tecidos fixados em formalina (LE ROSEN et alii.,
1952), o gque interfere nos resultados, De acordo com o que foi

exposto, os resultados da reacao do acido peracédtico-azul de
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toluidina e os fornecidos pelo teste de Schultz nao sao super
poniveis, pois estes Gltimos sao menos especificos.

Na porgaoc superficial da epiderme, a membrana espessa-
da das células queratinizadas cora-se mais fortemente do que
o citoplasma, guando se efetua o teste de Schultz. Com a téc-
nica do acido peracético-azul de toluidina o citoplasma das cé
lulas queratinizadas nao se cora ou se cora muito fracamente Es
ta discordancia pode decorrer tanto da difusao dos produtos
da reagao quanto da inespecificidade do teste de Schultz. Por
estes motivos, embora os resultados fornecidos por essas duas
técnicas sejam comparaveis, apenas os resultades da reagao do
dcido peracético-azul de toluidina serac considerados, por se
rem mais especificos.

A presenga de colesterol nas células epid@rmicas, assi
nalada por LINSER (1904) e UNNA & GOLODETZ (1909, 1910), fol
confirmada por numercsos autores (UNNA & SCHUMACHER, 1925;UNNR,
1928: ROTHMAN & SCHAAF, 1929; LINCKE, 1949; LINCKE & KLAWI,
1951; BOUGHTON et ali<., 1957; NIEMINEN et aliZ,, 1967}.

UNNA & GOLODETZ (1909) assinalaram cclesterol nas d4i-
versas camadas da epiderme humana, sugerindo predomindncia de
colesterol nao esterificado na camada espinhosa e maior propoxr
cdo de &steres na camada cdrnea, o que indicaria a ocorréncia
de esterificacdo durante a queratinizagao. Esses resultados fo
ram confirmados por KOOYMAN (1932), No entanto, os resultados
histoquimicos, do presente trabalho, indicam que a esterifica~
cao do colesterol se inicia precocemente, ou seja, nos extra-
tos periféricos da camada espinhosaj alem disso, revelam que a
proporcao de ésteres do colesterol na camada cdrnea &, geral
mente, bem menor do que a de colesterol nac esterificado.

A presenga de colesterol em alta proporgao, nas célu~
las epidérmicas,foi demonstrada por SRERE et alii, (1950), em
todas as camadas da epiderme, sendo essa proporgao aproximada
mente constante em relagac ao peso de tecido seco,

A esterificagdo do colesterol epidérmico, durante o
processo de queratinizagao, foi também admitida por ROTHMAN
(1954) para explicar a maior proporgdo de ésteres na camada cOrnea.
Confirmando essa hipdtese, MONTAGNA (1962) verificou que a ca-=
mada espinhosa da pele humana & rica em colesterol nao esteri-
ficado, mas pobre em seus ésteres, ao contrario da camada cbr-
nea onde a proporgac de ambos & aproximadamente igual, confor-

me fora sugerido por UNNA & GOLODETZ (1909). Os resultados do
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presente trabalho nao confirmam inteiramente os autores cita-
dos, pois a proporgac de colesterol ndo esterificado supera a
de seus esteres, mesmo na camada cdrnea.

Mais recentemente, fol repetidamente confirmada a pre-
senca de colesterol e seus ésteres nas células epidérmicas, as
sim como sua eliminagac através da descamagdo das células que-
ratinizadas (WILKINSON, 1969; GREENE et ql4<., 1970: RAMASASTRY
et alit., 1970; NICOLAIDES et¢ aiii., 1972).

Com base em dades quantitativos e nos resultados da
cromatografia em camada delgada, GREENE et ¢l44. {(1970) estima
ram a composigao dos lipides da camada cOrnea; 05 resultados
revelaram 65,0% de glicérides e &dcidos graxos, além de 35,0%
de colesterol e seus @steres. Dentre os &steres do colesterol
foi identificado o sulfato de colesterol (GRAY & WHITE,1978;
GRAY et qlit., 1978a, b; ELIAS et aliz., 197%a), alem do palmi
tatc de colesterol, anteriormente assinaladc (SALKOWSKY,1910;
ECKSTEIN & WILE, 1926).

A presenga de colestercl, nas células epidérmicas, foi
também demonstrada através de técnicas histogquimicas. MONTAGNA
et alzt. (1948) o MONTAGNA & HAMILTON (1949) mostraram que o)
teste de Schultz era positivo nas camadas espinhosa e cOrnea
da epiderme, revelando a presenga de colesteroi. Através de
técnica histoquimica especifica para demonstrar ﬂ5~3—hidroxrf§
terdis, preconizada por HADLER et alii. (1968), foi demonstra-
da a presenga de colesterocl e compostos afins nas camadas mais
superficiais da epiderme e de outros epité&lios queratinizados
{HADLER & SILVEIRA, 1976; SILVEIRA & HADLER, 1977).

Resultados histoquimicos, obtidos em microscopia ele-
tronica, também sugeriram a presenca de colesterol nas c&lulas
epidérmicas. FRIEND & BRASSIL (1970) verificaram que nas célu-
las que sintetizam esterdis o tetrdxido de Ssmio precipita-se,
impregnando-as. Por esse motivo, a técnica do terdxido de Bs-
mio-iodeto de zinco foi considerada "especifica" para 1lipides
nao polares, inclusive o colesterol (NIEBAUER et alii.,1969),
ao contrario do que era anteriormente admitidc (BREATHNACH &
WYLLIE, 1966). WILGRAM ¢t ali<, (1973), usando a técnica do te
troxido de osmio-iodeto de zinco, verificaram forte impregna~
cao dos corpos lamelares e das estruturas membranosas das cé-
lulas epidérmicas; a extracac com hexano removia o material
responsavel pela impregnacac, sugerindo tratar-se de lipides

nao polares, pois admiterse que estes sac extraldos pelo hexa-
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no (DEUEL, 1951; ENTENMAN, 13557).

ELIAS et aliZ. (1979a) observaram auséncia de lipides
corados pelo 07l red 0 nas células da camada granulosa da e—
piderme, o que significaria auséncia de lipides neutros, inclu
sive colesterol; nc entanto, através da reacdoc da digitonina,
ELIAS et al<i. (1978, 1979a) demonstraram a presenga‘de 38~hi
droxiesterdis nao esterificados (inclusive colestercl), na e-
piderme; combinando esta técnica com a de fratura apds congela
mento ( freeze-fracture ), que evita a agao dos solventes usa-
dos em microscopia eletronica, demonstraram a presenca de 38-
hidroxiesterdis nao esterificados nos corpos lamelares e no
espacgo intercelular das camadas granulosa e cOrnea. Esses re-
sultados foram confirmados pela técnica de fluorescéncia ceom
a filipina (antibidtico poliénico), que se liga especificamen
te ao colesterol nao esterificado (ELIAS et alii., 1979b). Por
outro lado, os resultados citados foram confirmados por dados
bioguimicos (ELIAS et alii., 1979a), que revelaram esterdis 1i
vres nas camadas granulosa e cOrnea; foram também confirmados
pelos dados histoquimicos do presente trabalho.

Fol sugerido que o colesterol se apresentaria localiza
do ao redor das fibrilas de "queratina", no interior das célu
las gueratinizadas {(SWANBECK, 1959); a correlagéo entre a pro-
teina e o colesterol se efetuaria através do seu grupo hidrd-
filo. Contudo, os resultados histoquimicos do presente traba
lho nao confirmam a presenca de colesterol e seus ésteres no ci
toplasma das células queratinizadas, uma vez que eles foram de
tectados apenas na membrana espessada destas células.

ELIAS et aliz. (197%), com base em resultados histo
guimicos, admitiram que o colesterol e seus &steres preenche«
riam o espago intercelular da camada cérnea, ou seja, estas subs
tancias estariam situadas na face externa da membrana espessa
da das celulas queratinizadas. 0Os resultados do presente traba
lho sugerem a presenca do colesterol na superfic¢ie externa da
membrana espessada, mas sugerem, também, sua presenga na face
interna, conforme serad discutido oportunamente.

Intensa biossintese de colesterol, na epiderme do rato,
fol demonstrada por SRERE et ali?, (1950), através do emprego
do acetato~l C. Esses resultados foram confirmados por diver-
sos autores (NICOLAIDES & ROTHMAN, 1955; WILSON, 1963; NICOLAIDES,
1963, 1964; KANDUTSCH, 1964).

NICOLATIDES & ROTHMAN (1955) estudaram a incorporacac de
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acetato—l4C, na epiderme humana, tendo demonstrado a biossintg
se de esqualeno e de esterdis pelos gueratindcitos. O coleste=
terol, sintetizado na epiderme, a partir destes precursores,se
ria incorporadc as citomembranas..

Resultados provenientes de anadlises guimicas, também,
sao favoraveis a biossintese de colesterol na epiderme. Assim,
foi demonstrada, na epiderme, a presenga de geraniol. (&lcool
monoterpénico com dez carbeonos), intermedidrio da sintese do
colesterol (KANDUTSCH, 1964). Outros intermediidrios, tais co-
mo o esqualeno e o farnesol (alcool sesquiterpenico com quinze
carbonos), foram encontrados na pele, o que nao ocorre normal
mente com a maioria dos outros drgaos (NICOLAIDES, 1965).

A ocorrencia de intensa biossintese de colesterol na
epiderme, deduzida atraves dos dados bioquimicos . assinalados,
foi também inferida pelas observagoes morfoldgicas, efetuadas
ao nivel da microscopia eletrbnica; essas observaglCes revela-
ram grande desenvolvimento do reticulo endoplasmico liso, nos
queratindcitos da porgao profunda da epiderme. Esta bem estabe
lecido gue o reticulo endoplasmico liso & abundante nas célu-
las que sintetizam colesterol ou esterdides hormenais
(CHRISTENSEN & FAWCETT, 1961; BALIS & CONEN, 1964;CHRISTENSEN,
1965; FRIEND & BRASSIL, 1970; HEWRIKSCON & STACY, 1971; SCHREINER
& WOLFF, 1971; BREATHNACH et aql7i., 1973; GIL & REISS, 1973;
SQUIER, 1973; WHALEY et «lii., 1974; ELTAS & FRIEND, 1975;
RAKNERUD, 1975). Na epiderme, ele se apresenta desenvolvido
nos qgueratindcitos, principalmente da camada espinhosa, embo
ra nao tao desenvolvido guanto nas células da cortical da adre
nal ou no hepatdcito. Por outro lado, a impregnagdo pelo tetrd
xido de Osmio, considerada como indicadora da presenga de esw
terSis, em microscopia eletrOnica (FRIEND & BRASSIL, 1970), &
compardvel e intensa nos queratindcitos e nas células que sin-
tetizam esterdides hormonais (HONIGSMANN & WOLFF, 1973).

Admiterse que o colesterol seja sintetizado pelas c&lu
las epidérmicas com a finalidade de integrar as citomembranas,
juntamente com os fosfolipides e as proteinas; por outro lado,
ele seria liberadc das membranas pela lipofanerose, que occorre
no final do processo de queratinizagdo (OHKIDO et qli.,1977).
No entanto, a proporgao de colesterol, na epiderme, & muito
grande, sugerindoc que, além de participar da constituigac das
citomembranas, ele exerga outras fung6es; dentre estas, destg

cam-se a biossintese da vitamina D e a colaboracdo na consti-
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tuicao da membrana espessada das células queratinizadas, con-
forme indicam os resultados do presente trabalho.

O colesterol, sintetizado na epiderme, parece partici
par do processo de queratinizacdo, através de um mecanismo ain
da desconhecido (BLACK & RAUSCHKOLB, 1971). Corrchorando COm
esta interpretagac, tem sido verificado que alteragoes do meta
bolismo lipidico, principalmente dos esterois, interferem na
diferenciagac dos queratindcitos, repercutindo sobre a querati
nizagao (FREINKEL, 1972b;: FREINKEL & FIEDLER-WEISS, 1974).

A presenga de ésteres do colesterol,na epiderme, foi
sugerida por ROTHMAN (1950, 1954) e por REINERTSON & WHEATLEY
(1959) . De acordo com ROTHMAN (1954), a biossintese destes &se
teres se efetuaria nas células mais profundas da epiderme e nao
apresentaria relag@o com o processo de queratinizacio, No en-
tanto, a correlagdo entre os &steres de esterdis e a diferen~
ciagao da célula epidérmica foi admitida por WILKINSON &
FARBER (1967) e FREINKEL (1972b). Na epiderme de aves, através
da incorporagac de precursores radiocativos, allm da biossin-
tese de ésteres do colesterol, foi verificada redugao dos fos
folipides durante a queratinizagao (FREINKEL, 1972a, b),

Por outro lado, FREINKEL & FIEDLER<WEISS (1974) verifi
caram, na epiderme do rato, que a biossintese de esterdis e
seus ésteres ocorre antes da queratinizacgao, havendo,posterior
mente, diminuigao destes produtos. Os ésteres parecem nao es
tar diretamente relacionados com a gueratinizacdc (FREINKEL &
FIEDLER-WEISS, 1974}, pois sua formacao depende da presenca
de esterdis e de Acidos graxos livres, ambos liberados pela
desintegracac das citomembranas (lipofanerose), durante o pro-
cesso de queratinizacgao.

Deve ser salientado que na epiderme existe equipamento
bioquinmico adequado para a esterificacic de esterfis, da mesma
maneira que ocorre em outros drgaos que sintetizam esterdis
(FREINKEL & ASO, 1969, 1971); assim, foi demonstrada, na epider
me, a presenga de colesterolr-esterase, importante na esterifi
cagao do colesterol. Foi, tambdm, assinaladc gue a atividade
da colesterol-esterase & maxima no citoplasma das células da
camada granulcsa e nas c&lulas transicionais da epiderme
(FREINKEL & FIEDLER-WEISS, 1974), sugerindo que a esterifica~
gao do colesterol ocorra, principalmente, nessas 3reas da epi~
derme. O0s resultados histogquimicos, concernentes ao local de

esterificagao do colestercl, obtidos no presente trabalho, sio
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favoraveis a esta interpretacao, pois embora tenha sido  de-
monstrado que ésteres do colesterol sac encontrados nos extra-
tos periféricos da camada espinhosa, sua proporgac parece  au
mentar na camada granulosa.

Tem sido geralmente admitido que a proporgac de éste-
res do colesterol aumente nas camadas periféricas da epiderme,
sugerindo que eles se formem, tardiamente, durante o processo
de queratinizacgao. Por outro lado, dos &acidos graxos que ester
rificam o colesterol, alguns se identificam aos &cidos graxos
epidérmicos; outros, ao contririo, sdo idénticos aos acidos gra
xos da secregao seb8cea (NICOLAIDES et qliZ,, 1970). Esses re-
sultados, além de sugerirem esterificacao do colesterol na su-r
perficie da epiderme, indicam gque essa esterificagdo pode ser
efetuada por dcidos graxos provenientes de duas origens.

HADLER & SILVEIRA (198la), através do emprego de té&cni
ca histogquimica que permite distinguir o colesterol livre de
seus ésteres, assinalaram a presencga destes Gltimos no cito-
plasma dos queratindcitos mais periféricos da camada espinho
sa, nos da camada granulosa e na membrana espessada das células
queratinizadas; estes resultados indicam que a  esterificagao
do colesterol inicia-se precocemente. Os resultados do presen
te trabalho, obtidos através dessa mesma técnica, revelam que
o colestercl e sintetizadc no interior do citoplasma dos quera
tindcitos da camada espinhosa, pequena parte do qual sofre ess
terificagdo nos extratos periféricos dessa camada, a julgar pe
los resultados anteriormente expostos, Por outro lado, os rerx
sultados obtidos no presente trabalho, com as técnicas para de
monstrar colesterol nao esterificado e colesterol total  suge
rem que ambos ocorram em elevada proporgéo nos queratinccéitos
da camada granulosa.

Estes resultados confirmam dados bioguimicos de GRAY
et alii. (1978a, b), de acordo com os quals na camada dJgranulo
sa o colesterol e seus ésteres constituem os principais compo-
nentes dos lipides neutros, perfazendo 25,0% do total dos 1li-
pides.

Os resultados do presente trabalho revelam, ainda,ques
1 -~ o colesterol contido nos gueratindcitos da camada espinho’
sa situa-se no citoplasma, sob forma difusa ou de finas granu-
lacdes, sendo extraivel pelo tratamento com metanol-clorofdr
mio; o situado nas celulas da camada granulosa resiste a esta

extragcao, sugerindo ligacdo com proteinas; 2 - ¢ compartimento
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extracelular, na &rea correspondente 3 camada granulosa e aos
extratos superiores da camada espinhosa, contém colesterol,que
parece ligado 3 proteinas, a julgar pelas propriedades de sclu
bilidade e pelo possivel mascaramento de sua reatividade.

Estes resultados sugerem que o colesterol, sintetizado
sob forma nao esterificada, sofra esterificagac e lique-se com
proteinas; sob esta Ultima forma & encontrado nos queratinéci-
tos da camada granulosa, nos quais incorpora~se ao folheto in-
terno da membrana plasmatica ou migra para o €5pago interce-
lular. A incorporacac das granulagoes, contendo colesterol, a
membrana plasmatica & sugerida pela presenca de células da ca-
mada granulosa cheilas de granulagdes aAcido peracético-azul de
toluidina positivas, mas cuja membrana plasmiatica nioc & reati-
va,nem se apresenta espessada; cé&lulas contiquas, mas pertencen
tes & camada cdrnea {células de transicac), ndo apresentam gra
nulos reativos no citoplasma, porém, a membrana se encontra
espessada e fortemente reativa, sugerindo a deposicac dos gqg
nulos na face interna da membrana.

Por outro lado, nos queratindcitos da camada granulosa
O colesterol parece se apresentar esterificado, em sua maior
parte, pois as granulacoes citoplismicas reativas sio bem de-
monstradas apds pré-tratamentos hidrolisantes especiais;ao con
trario, o colestercl contido na membrana espessada das ceélulas
queratinizadas se apresenta, principalmente, sob forma nao es-
terificada, poils reage em auséncia de pré-tratamentos. Estes re
sultados indicam que, durante a brusca transformagac da ceélula
granulosa na célula cbrnea, o colesterol esterificado, presen
te nos granulos intracitopldsmicos, torne-se livre, em sua
maior parte e, entao, se deposite na face interna da membrana
plasmatica.

Entretanto, nao pode ser relegada a hipdtese segundo
a qual o colesterol, no citoplasma dos queratindcitos da cama
da granulosa, se apresente mascarado, por estar intimamente u-
nido a provaveis proteinas. Nesta eventualidade, os tratamentos
pelos agentes hidrolisantes estariam desmascarandc o coleste
rol ndo esterificado,além de provocar hidr8lise de seus éste
res.

Na porcao superficial da epiderme, os resultados do
presente trabalho indicam: 1 « o citoplasma das células quera
tinizadas nao apresenta colestercl, nem seus &steres, pois nao

reage 4 técnicas histoquimicas empregadas; 2 - a membrana es-



143

pessada das ceélulas queratinizadas, ao contrario, reage forte

mente em ausencia de pré-tratamento, sugerinde conter alto teor
de colesterol nac esterificado; 3 - a reatividade histoquimi
ca da membrana espessada das cé€lulas queratinizadas, nos extra
tos mais periféricos da camada cdrnea, & maior para colesterol
total do que para colesterol nao esterificado, indicando a pre
senga de ésteres do colesterol, o que confirma a continuidade
da esterificagac do colesterol nos extratos mais periféricos da
epiderme, geralmente aceita, conforme ja foi assinalado; 4 -
tanto o colesterol guanto seus ésteres, situados na membrana
espessada das células queratinizadas, parecem estar ligados &
proteinas, a julgar pelos resultados obtidos apds a acao de
solventes e de hidrolisantes,

Estes resultados confirmam parcialmente os de GRAY &
YARDLEY (1975a, b}, os quais demonstraram, através de técnicas
biocquimicas, que a membrana espessada das c&lulas queratiniza-
das contém &ster do colesterol, ou seja, sulfato de colesterol

Cs resultados do presente trabalho, concernentes 3 de
tecgao histoguimica do fon sulfato, revelam a existéncia de
substdncias dotadas deste ion, tanto na porcao profunda quanto
na porgac superficial da epiderme; o efeito da extracao pelo
metancl-cloroformio sugere gue este material seja de natureza
lipidica e nac esteja ligado & protelnas, sob a forma de com~
plexos. De acordo com esses resultados, embora tenha side assi
nalada a presenga de substancias dotadas do Jon sulfato, na
porcao superficial da epiderme, sua presenca nido pode ser cor-
relacionada com a membrana espessada das células queratinizalas
e, portanto, nao pdde ser correlaciocnada com o colesterol.

Por outro lado, o material dotado de ion sulfato se a-
presenta livre, pois & extraido pelo metanol-clorofdrmio, ao
contrario do colesterol, situado na membrana espessada das cé-
lulas queratinizadas, que se apresenta ligado & proteinas. Es-
ta diferenga sugere auséncia de correlacdc entre o fon sulfa
to, detectado histoquimicamente, e o colesterol.

O colesterol e seus esteres, sintetizados na epiderme,
apresentam dois destinos (SILVEIRA & HADLER, 1981b): 1l - em
parte, permanecem na periferia da célula granulosa,onde formam
complexos com proteinas; quando a célula granulosa se transfor
ma na célula cornea, localizam-se na face interna da membrana
plasmatica, participandc de seu espessamento; 2 - outra parte

atinge o compartimento extracelular, na altura da camada granu
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losa, onde sofrem transformacoes metabdlicas ou se apdem i su-
perficie externa da membrana plasmatica.

Nossos resultados indicam, além disso, que tanto o co
lesterol nao esterificado, que predomina, quanto seus ésteres,
estao presentes na membrana espessada das cé&lulas queratiniza-
das e sao eliminados com a descamacao celular, confirmando a
sugestac de diversos autores no que concerne & excregio do co-
lesterol através da pele (ROTHMAN & SCHAAF, 1929;KILE et ali< .
1950; WILKINSON, 1969; GREENE et al<z., 1970; RAMASASTRY
et alit., 1970; NICOLAIDES et alii., 1972).

Os resultados referentes & demonstragcao  histoguimica
do colesterol, anteriormente discutidos, referem=se a reagao
do &cido peracético~azul de toluidina,precedida ou nao de pré-
tratamentos convenientes. Cumpre destacar, contudo, que os re-
sultados da reagac do acido perac8&ticorreativo de Schiff foram
concordantes com os da reagao do &cido peraceético-azul de to-
luidina. Por outro lado, verificourse auséncia de efeito inibi
dor da formalina-bicloreto de merclrio nos locais da epiderme

onde a reagac do &cido peracético-azul de toluidina era positi
va.

7 = Vitamina D presente na epiderme

Sao muito escassos os dados topogquimicos sobre a pre-
senga de vitamina D na epiderme. Atravéds da t&cnica para a de~
teccao histoguimica de vitamina D, proposta por HADLER &
SILVEIRA (1977),foi evidenctada a presenca desta vitamina nas
camadas superficiais dos epit&lios queratinizados, inclusiveda
epiderme (SILVEIRA & HADLER, 1977). Os primeiros estudos efe=
tuados, no entanto, nao foram convenientemente aprofundados,de
vido as dificuldades técnicas em se discriminar a vitamina D
do colestercl; como consequencia, nao foi possivel evidenciar
onde ocorriam as transformagdes metabBlicas do colesterol, gue
culminavam com a sintese da vitamina D. O emprego de técnicas
histoquimicas especificas, que permitem discriminar o coleste
rol de seus ésteres e ambos da vitamina D, permitiu situar nio
somente o local onde se efetua a sintese do colesterol, no in-
terior da epiderme, como também verificar onde ocorre sua
transformagac em vitamina D (HADLER & SILVEIRA, 198la, b; SIL-
VEIRA & HADLER, 198la, b). Estas técnicas, todavia, ndo permi
tem discriminar a vitamina D do 7-deidrocolesterol; por egte
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motivo, toda vez que se fizer referéncia 3 vitamina D subenteg
de-se que o 7-deidrocolestercl esteja,também,incluido.

Os resultados do presente trabalho, baseados nas rea-
¢oes do permanganato alcalino-azul de toluidina e do permanga
nato alcalino-Schiff, assim como na agdc inibidora do biclore-
to de mercurio contido no fixador, indicam a presenca de wvita-
mina D e de 7-deidrocolesterol nos mesmos locais em gue ocorre
o colesterocl, ou seja, na membrana espessada das células quera
tinizadas e no citoplasma dos queratindcitos das camadas espi
nhosa e granulosa. Estes resultados, além de confirmarem par-
cialmente os de RAUSCHKOLB et alzi, (1969), gue conseguiram i-
solar e identificar o 7-deidrocolesterol e a vitamina D em hie
drolisados de pele, revelam, ainda, os locais em que a vitami-
na D e o 7-deidrocolesterol se situam na epiderme.

Na membrana espessada das c€lulas queratinizadas, a vi
tamina D estd ligada & proteinas, pois n2o & extralda - pelos
tratamentos com metanol-cloroformio ou com metanol-&cido clori
drico (metilagﬁo], mas & extraida pelo tratamento com metanol-
clorofdrmio-acido cloridrico, nas condi¢oes empregadas.

Na por¢ao profunda da epiderme, os granulos do cito-
plasma dos gueratindcitos das camadas espinhosa e granulosa,
que contém vitamina D, sao mais definidos do gue os  granulos
que reagem positivamente ao dcido peracético-azul de toluidina
(colesterol}, sendo grosseiros em uma das esp@cies animais es«
tudadas; a vitamina D, contida nesses granulos, grosseliros,es
ta labilmente ligada 3 proteinas, uma vez qua, o tratamento
por metanol-acido cloridrico (usado para a metilacao), extrai
© material permanganato alcalino-azul de tcluidina positivo des
ses granulos; o MesSmo nAC OCOrre CcoOm as granulacoes mais deli-
cadas, encontradas na maioria das espécies animais estudadas,
sugerindo que, nestas granulagoes, a ligacao da vitamina D com
provaveis proteinas seja mais estivel. Os resultados obtidos
ap0s os pré-tratamentos, efetuados com metanol-cloroformio, com
metanol-cloroformio-acido cloridrico e com hidrdxido de potés
sio, constituem evidencias de que a vitamina D esteja provavel
mente ligada com proteinas, nos granulos citoplismicos dos que
ratinbeitos da porgac profunda da epiderme, A presenga de pro
teinas, nessas granulagoes, sera discutida oportunamente,

Nossos resultados revelam, também, gque a membrana es-
pessada das células queratinizadas nao parece conter ésteres

da vitamina D, pois os resultados da reacaoc do permanganato
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alcalino-azul de toluidina, nesta membrana, nao sao intensifi
cados pelo tratamento com hidrolisantes, ao contrario do que
ocorre com o colesterol, cuja proporcgao de ésteres, conforme
ja foi discutido, aumenta na porgao superficial da epiderme. A
lém disso, nao tem sido assinalada a presenca de é&steres da vi
tamina D em organismos animais. Estes fatos foram considerados
fundamentais no gue concerne a interpretag@o dos resultados da
reagao do permanganato alcalino-azul de toluidina, na  porcgac
profunda da epiderme. Assim sendo, embora essa reagao tenha
apresentado maior intensidade apls o pré—tratamento com  agen
tes hidroliticos, a intensificagao da reatividade foi interpre
tada nao como dependente da presenca de &steres da vitamina D,
mas sim como decorrente do mascaramento, pois esta vitamina,na
porcaoc profunda da epiderme, se apresenta sob a forma de com-—
plexos, provavelmente com proteinas, tendo em vista seu compor
tamento diante dos solventes utilizados. Nesses complexos, a
vitamina D poderia apresentar sua reatividade mascarada.

Convém destacar que os agentes hidroliticos, usados com
a finalidade de cindir esteres do colestercl e, eventualmente,
da vitamina D, apresentam outros efeitos hidroliticos, inclusi
ve agao extrativa, que devem ser levados em consideragao, Pro-
vavelmente devido a um efeito hidrolitico, atuam sobre o con-
teido do espago intercelular, liberando material permanganato
alcalino—~azul de toluidina positivo. Esta reatividade foil in-
terpretada como consequencia da liberacgao de vitamina D, que
se encontrava mascarada sob a forma de complexo, provavelmente
protéico. Nossos resultados sugerem que a vitamina D, tanto
nes queratindcitos quanto ne compartimento extracelular, se a-
presente ligada 3 proteinas; porém, no compartimento extrace
lular a estabilidade da ligagao, aparentemente,& maior. A in=-
tensa reatividade do compartimento extracelular, para a reagao
do permanganato alcalinorazul de toluidina, sugere que boa par
te da vitamina D,da eplderme,esteja situada nesse local.

Nossos resultados histogquimicos indicam que a biossin
tese da vitamina D se efetue nas camadas espinhosa e granulosa
da epiderme, Estes resultados nao concordam com os de  GAYLOR
& SAULT (1964), gue admitiram que a sintese da vitamina D, na
epiderme, ocorreria na superficie cutanea. Tamb&m DANIELS (1974),
baseade em dados biogquimicos, supds que a sintese da vitamina
D se realizaria nas camadas mais superficiais da epiderme.

0s queratinbecitos das camadas espinhosa e granulosa
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onde, de acoxrdo com 0s nossos resultados histoquimicos, foi de
monstrada a presenca e sugerida a biossintese de vitamina D,
apresentam diversas atividades enzimicas relacionadas com o me
tabolismo dos lipides (BRAUN-FALCO, 1956, 1958b; JARRETT &
RILEY, 1963; EISEN et alii., 1964; BRAUN-FALCO & RUPEC, 1967;:
ROWDEN, 1967, 1968; OLSON et qilZi., 1968, 1969; RUPEC, 1970;
SQUIER & WATERHOUSE, 1970; MIER et qli7., 1975;WOLFF-SCHREINER,
1977). Por outro lado, nestas mesmas ceélulas foram assinala-
dos corpos lamelares que contem, alédm de enzimas, lipides
nao polares, inclusive o colestercl (WOLFF-SCHREINER, 1977). A
presenca dessas enzimas e de colesterol, constitui mais um ar-
gumento a favor do intenso  metabolismo lipfidico, efetuado
por estas c@lulas, 0 que corrobora com a hipBtese de ser a
biossintese da vitamina D realizada por elas.

WOLFF-SCHREINER (1977) aventou a hipOtese segundo a
qual os corpos lamelares e seus derivados extracelulares, ses
riam os responsidveis pela conversac do colesterol em vitamina
D3. Esta hipétese, em parte, basecu—-se nos resultades obtidos
por WILGRAM et aql<i. (1970}, o8 quais wverificaram que a irra-
diagac ultravioleta, da pele, provoca diminuig&o dos corpos la
melares no interior dos queratinbcitos e concomitante aumento
de sua passagem para O compartimento extracelular, Também sao
favoriveis a essa hipdtese 0s resultados de BLACK & ANGLIN
(1971}, os guais verificaram que a irradiagﬁo ultravicleta de-
termina aumento das proteinas e do colestercl ncs homogeneiza-
dos da epiderme, ao mesmo tempo em gue surgem particulas globu
lares, que apresentam alguma semelhanca com os corpos lamela-
res.

De acordo com a hipOtese de WOLFF=SCHREINER (1977), oS
corpos lamelares seriam o local de biossintese e armazenamento
do colesterol e de sua transformacgao em vitamina D3; no entan
to, nao seria esta a Unica funcgao dos corpos lamelares,  pois
eles existem na epiderme de animais que nao sintetizam vitami
na D (RAUSCHROLB ¢t alii., 1962). ELIAS et alii. (1979%a), tam-
bém ,admitem que os corpos lamelares poderiam sintetizar coles
terol e seus ésteres, pois eles contém esterdis, alédm de glfici
des neutros; estes Gltimos constituem evidencla da presenga de
glicocesfingolipides. Estes resultados sugerem gue OS COrpos la
melares sintetizam glicolipides e colesterol, gue sio transfor

mados, respectivamente, em ceramidas e &steres do colesterol
(ELIAS et alii., 1979%9a).
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Com base em estudos citoquimicos, efetuados na epider
me, BLIAS et ali<. (1979a) mostraram que durante a queratiniza
cao ocorrem grandes alteragoes morfoldgicas e histoquimicas dos
corpos lamelares, situados no compartimento extracelular cor-
respondente 3s camadas granulosa e cdrnea; nestas mesmas cama-
das ocorrem, simultaneamente, modificagoes da compesicao lipi-
dica. Nelas passam a ser encontrados liIpides neutros e pola
res, tanto dentro quanto entre as células.

Nossos resultados indicam que a biossintese do coleste
rol e da vitamina D se efetuam no interior dos gueratindcitos,
da porgao profunda da epiderme, sendo estas substancias, par-
cialmente, transfieridas para o compartimento extracelular., Con-
siderando que © material permanganato alcalino-~azul de toluidi
na positive apresenta aspecto granular e que os corpos lamela
res sao os Unicos organulos dos queratindcitos que migram do
interior da celula para o compartimento extracelular, nossos re
sultados sao favorfveis & hipdtese de WOLFF~SCHREINER (1977).

No que diz respeito & ligagéo entre vitamina D e pro-
teinas, originando complexos, conforme sugerem nossos resulta-
dos, deve ser assinalado que NOVIKOFF & GOLDFISCHER (1961) e
NOVIKOFF et alzi. (1962) verificaram a presenca de atividade
nucleosideo difosfatadsica,no reticulo endoplismico das células
que sintetizam esterdides e os conjugam com proteinas. Esta en
zima estd presente nos queratinbcitos (WOLFF-SCHREINER, 1977),
sugerindo que estas célunlas sejam capazes de conjugar este-
r6is com proteinas e, portanto, estejam aptas a conjugar pro-
telnas com o colesterol ou com a vitamina D. De acordo com os
resultados histogquimicos do presente trabalho, a vitamina D se
apresenta ligada & proteinas, mesmo no interior dos queratind
citos.

Nossos resultados indicam gque a vitamina D, sintetiza
da na epiderme, situa-se,no decorrer do processo de queratini-
za¢do, principalmente em trés locais: 1 - no citoplasma das
células da camada granulosa, nas proximidades da membrana plas
matica, onde se apresenta ligada & proteinas, resistindo 3 a-
¢ao de solventes e de agentes hidroliticos; 2 «~ em toda a ex-
tensao do compartimento extracelular, da porgao vrofunda da e-
piderme, onde se apresenta tao intimamente ligada & proteinas
que sua reatividade esta mascarada; 3 - na membrana espessada

das células gueratinizadas, onde se apresenta ligada & protel
nas, mas @ reativa.
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A vitamina D, Qo interior das células da camada gramu
losa, & parcialmente responsavel pelo espessamento da membrana
das células gqueratinizadas, da mesma maneira gue o colesterol,
conforme ja foi discutido.

Convém salientar que a vitamina D, ap8s ter sido sin-
tetizada na porgao profunda da epiderme e formar complexos com
proteinas, apresenta dois destinos: atinge o compartimento ex-
tracelular ou permanece no interior dos queratindcitos, passan
do, quande situada neste dltimo local, a integrar a membrana
espessada das c&lulas queratinizadas.

A fragao da vitamina D que se dispSe na face interna da
membrana espessada das células queratinizadas, provém das gra-
nulagoes intracitoplasmicas dos queratinBcitos da camada granu
losa. Estas granulagOes, gue sao permanganato alcalino-azul de
toluidina positivas, desaparecem bruscamente do interior do
queratindcito gquando ele se transforma na cdlula cdrnea. Simul
taneamente, a membrana espessada das células cbrneas, passa a
reagir positivamente & reagao do permanganato alcalino-azul de
toluidina, sugerindo gue as granulagoes se depositem na face
interna dessa membrana. Esta fragaoc da vitamina D & eliminada
através da descamagac celular da camada cOrnea, juntamente com
o colesterol.

No entanto, deve ser considerado que embora uma porgao
da vitamina D, situada no compartimento extracelular, seja ab-
sorvida pelo organismo (HADLER & SILVEIRA, 1981b), outra por-
Cao permanece nesse compartimento, durante a evolugao do pro=
cesso de queratinizacao, confundindo-se com a superficie exter
na da membrana espessada das c&lulas queratinizadas. Portanto,
ao se considerar a presenga da vitamina D, na membrana espes
sada das cBlulas queratinizadas, deve ser admitido que embora
predomine em sua face interna ocorra, tambeém, em sua face ex-
terna.

A presenga de vitamina D na membrana espessada das cé-

lulas queratinizadas sugere sua participa¢ao na queratinizagio
epidéermica.

8 - Tocoferol presente na epiderme
Através da positividade das reag¢des do &cido perférmi

co—azul de toluidina e do acido performico~S8chiff, assim como

do efeito inibidor da formalina-bicloreto de mercéirio, Jemons
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trou-se a presenga de tocoferol na membrana espessada das célu
las queratinizadas da epiderme. MNeste local, o tocoferol pare
ce estar ligado & proteinas, uma vez que a reatividade nao &
afetada pelo tratamento com metanol-clerofdrmio; o material res
ponsavel pela positividade, ou seja, o tocoferol, & totalmente
removido pelo tratamento com metancl-clorofdrmic-acido clorihg
co e parclalmente extraldo pelo tratamento com hidrdxido de po
tassio ou com peridrol-amdnea. Convém assinalar que ¢ metanol-
cloroférmio~acido cloridrico exerce maior efeito extrativo s0
bre o toceferol, situado na membrana espessada das celulas que
ratinizadas, quando & usado 3 60°C, o que sugere ser bastante
estavel a ligagdo entre o tocofercl e proviveis proteinas.

Por outro lado, na por¢ac profunda da epiderme, apos
desmascaramento com hidroxido de potissioc ou com peridrol-amd-
nea, aparece material que reage como o tocoferol, no comparti
mento extracelular.

Embora o tocoferol, tanto na membrana espessada das cé
lulas queratinizadas quanto no espago intercelular da POYgao
profunda da epiderme, se comporte como se estivesse unido a
proteinas, hd evidencias de que o grau de ligacio,nesses dois
locais, seja diferente. As evidéncias decorrem do efeito de al
guns tratamentos; assim, quando se efetua a metilagao, o toco=
ferol da porgao profunda da epiderme & extrafdo, ac contrario
do situado na membrana espessada das c&lulas queratinizadas: a
pds o tratamento pelo peridrol-amdnea, o tocoferol da membrana
espessada & parcialmente extraldo, enquanto que o situado no
compartimento extracelular da porgao profunda da epiderme é
desmascarado, sem ser removido.

A presenga de tocoferol, nas camadas superficiais da
eplderme e de outros epitélios queratinizados, foi assinalada
por SILVEIRA & HADLER (1977) e HADLER & SILVEIRA (198lc). O i~
solamento do produto reativo e sua identificagao com o axtoco-
ferol, através de cromatografia em camada fina, foi efetunado
por HADLER & SILVEIRA (1979, 1981d), os quais demonstraram que
O artocoferol apresenta-se ligado 8 proteinas, formando comple
x0 lipoprotéico. Este complexo contém, também, colesterol e Vi
tamina D (SILVEIRA & HADLER, resultadcs ndo publicados).

Apds o desmascaramento pelo hidréxido de potassioc,o to
coferol fol demonstrade no espago intercelular da por¢ac pro-
funda da epiderme (SILVEIRA & HADLER, 1980a). Estes resultados

foram confirmados no presente trabalho, tendo sido verificado,
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além disso, resultados semelhantes apds o tratamento com peri
drol-amdnea. Devido ao local em que se encontra o tocoferol ,
na porcac profunda da epiderme, e por se apresentar intimamen
te associado d outras substancias, a ponto de texr sua reativi-
dade mascarada, pode-se supor que o tocoferol apresente origem
extra~epidérmica. Proveniente do derma, atingiria o compartimen
to extracelular epidérmico, onde circularia até atingir o espa
GO entre os queratindcitos mais periféricos da camada granulo-
sa; nesse local, onde normalmente ocorre oclusio funcicnal do
espago intercelular, se incorporaria & superficie externa da
membrana plasmatica das c&lulas queratinizadas, contribuindo
para seu espessamento. Uma vez incorporadc & membrana espessa-
da seria eliminado através da descamagd@o celular. Esta hipSte-
S5e parece muito sugestiva, embora nao tenha sido comprovada.

Por outrec lado, deve ser também considerada a seguinte
hipdtese (SILVEIRA & HADLER, 1980a): o tocoferol existiria na
membrana plasmatica das c&lulas de todas as camadas da epider
me; estaria mascarado nos queratinbcitos da porgéo profunda,on
de tem inicio o processo de queratinizacdo e a membrana plasma
tica possui espessura normal. Ao contriric, apresenta-se reati
vo e mais abundante na membrana espessada das cé&lulas querati-
nizadas. Estes fatos indicam que, durante o processo de gquera-
tinizagao, a membrana plasmitica, além de modificagbes morfold
gicas, apresentaria diferengas guanto 3 reatividade histoquimi
ca. Uma destas diferengas estaria relacionada com a estabilida
de da ligagao do tocofercl com ocutros componentes da membrana
plasmatica, provavelmente proté&icos.

9 - Material ferricianeto férrico positivo presente na

epiderme

Conforme fol anteriormente assinalado (SILVEIRA &
HADLER,1380b), a epiderme contém diversas substdncias capazes de
reagir positivamente com a reagao do fertricianeto férrico; den
tre estas, destacam-se as proteinas dotadas de cisteina e ti-
rosina, relacionadas com a "queratina", o tocoferol e a vitami
na D, estes Gltimos situados na membrana espessada das células
queratinizadas. Devido ds miiltiplas substancias reativas, si-
tuadas na epiderme, a interpretacadoc do significado da reagao
do ferricianeto férrico exige o uso de bloqueador, associado

com a remogao seletiva das substdncias reativas. Como blogquea
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dor foi usado o bicloreto de mercurio, que inibe a reatividade

da cisteina e da tirosina, sem interferir na reatividade do to
coferol e da vitamina D, & reagao do ferricianeto férrico. A
remogcao seletiva foi obtida através do emprego dos seguintes
tratamentos: 1 - metanol-clorofdrmio, que extrai lipides  1i-
vres; 2 - metanol-clorofdrmio-acido cloridrico, que extrai o
tocoferol e a vitamina D da membrana espessada, além de cindir
complexos lipoprotéicos do citoplasma das células queratiniza-
das, sem extrai~los e de remover material lipidico situado
na porgao profunda da epiderme; 3 - &cido perfbrmico, que ex-
trai complexos lipoprotéicos do citoplasma e fosfolipides da
membrana espessada das células queratinizadas, sem afetar a
reatividade do tocoferol situado nesta Gltima estrutura; além
disso, na porgao profunda da epiderme, este tratamento desmas
cara a reatividade de grinulos, semelhantes aos de queratoiali
na, que se tornam positivos & reacao do ferricianeto férrico.

Neste trabalho, através da reagao do ferricianeto fér
rico, confirmou-se a presenca de substancias reativas n3o masg
caradas na porcac profunda da epiderme, principalmente, em seus
extratos mais periféricos. A reatividade desse material, que
se apresenta sob aspecto difuso, & parcialmente inibida pela
fixagao com formalinar-bicloreto de merciiric, mas nao & afetada
pelo tratamento com metanol-clorofdrmio; esta reatividade au-
menta quando se efetua o tratamento pelo metanol~clorof6rmio-é
cido cloridrico, pelo hidrdxido de potéssio ou pelo &cido per
fdrmico; estes resultados sugerem gue material reativo & des
mascarado por estes trés filtimos tratamentos. Convém salientar
que © material ferricianeto férrico positivo, da epiderme, &
Schiff negativo, conforme mostram os resultados por ndos obtis
dos.

De acorde com o gue fol exposto, a epiderme contém dois
tipos de substancias ferricianeto férrico positivas; o primei
ro compreende aquelas que reagem independentemente de gualquer
pre-tratamento; o segundo tipo engloba substincias que exigem
pré-tratamento para se tornarem reativas, estando mascaradas.
Dentre estas ultimas devem ser consideradas, separadamente, as
Gue se tornam reativas apds tratamento com &cido perfdrmico e
as que reagem depois do tratamento pelo hidrdxido de potdssio.

0O material ferricianeto ferrico positivo, apds desmasg

caramento pelo hidrdxido de potdssio, apresenta caracteristi
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cas morfoldgicas e topograficas semelhantes &s das granulagdes
de vitamina D, situadas nos gueratindcitos das camadas espinho
sa e granulosa. A referida semelhanga pode ser bem estabeleci
da em uma das espécies animais estudadas {gambi), na qual a vi
tamina D se apresenta no interior de granulos grosseiros, si-
tuados nos queratindcitos da porcac profunda da epiderme.

Por outro lado, o material gue se torna ferrictmeﬂafég
rico positivo, apbs desmascaramento pelo tratamento com &cido
perfbrmico, apresenta caracteristicas morfoldgicas dos gréng
los de queratoialina, o que sugere identidade entre ambes., A
reatividade destes granulos desaparece apds ¢ tratamento com
metanol-clorofdrmioracido cloridrico. Estes resultados indicam
gue 05 granulos de gueratoialina contém material redutor, cuja
reatividade se apresenta mascarada, o qual € extralido pelo pré
tratamento com metanol-cloroférmio-acido cloridrico.

Material ferricianeto férrico positivo &, também,encon
trado nc citoplasma. das celulas gueratinizadas, o gqual, toda-
via, nao & granular, nao se apresenta mascarado e & extraldo
pelo tratamento com &cido perfdrmico. Estes resultados sugerem
gue ©s granulos de queratoialina nao s perdem a caracteristi-
ca granular, como, tambeéem, modificam sua reatividade, guando
passam a tomar parte da constituigao do citoplasma das células
gqueratinizadas. Uma das alteracoes da reatividade consiste em
reagir com a reagao do ferricianeto férrico sem previo desmas
caramento, 0 gue pode decorrer 4o menor grau de interligagao
dos componentes da gqueratoialina.

Na porgac superficial da epiderme, a positividade do
citoplasma das c@lulas queratinizadas, & reagao do ferriciane
to férrico, @ parcialmente inibida pela fixagﬁo com formalina-
bicloreto de merclirio, nac & afetada pelo tratamento com meta-
nol~cloroférmio, mas & diminuida pelo metanolwclorofbrmio-aci
do cloridrico e, principalmente, pelo acido perfdrmico, o que
indica remogao do material reativo. ConvEm salientar que o me-
tanol-clorofdrmio-acido cloridrico desmascara material sudano-
filo (1ipides) do citoplasma das células queratinizadas, sem
extrai-le. Por outro lado, o tratamento pele &cido perférmico
remove material lipoprotéico do citoplasma das células querati
nizadas, pois apds esse tratamento diminui tanto a sudanofilia
quanto a reatividade & reagao do DDD, do citoplasma das célu-
las queratinizadas. Assim sendo, e como esse tratamento remo-

ve, simultaneamente, o material ferricianeto férrico positi-
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vo, deve haver relagéo entre ¢ material sudandfilo, o DDD posi
tivo e o ferricianeto f&rrico positivo, situados no citoplasma
das cé&lulas gueratinizadas. Esta hipdtese foi analisada atra
vés do efeito do pré-tratamento pelo &cido perfdrmico; apds es
te tratamento, ha desmascaramento de material sudandfilc granu
lar no citoplasma das cé&lulas queratinizadas, material este que
todavia, nao & ferricianeto férrico positivo. Este  resultado
sugere que o componente protéico da lipoproteina seja ferri-
cianeto férrico reativo, uma vez que o componente lipidico nio
& reativo a esta reaglo. Corroborando com esta hipdtese es
td o fato de gue os granulos, semelhantes acs de queratoialiha,
situados no citoplasma dos gueratinbecitos da camada - granulosa
e que tém sua reatividade desmascarada pela acac do Acido per-
fOormico, nao adguirem sudanofilia apds este tratamento, embora
apresentem forte positividade & reacac do ferricianeto férri-
co.

Ao contrario, na membrana espessada das ceélulas guera-
tinizadas, o tratamento pelo metancl-clorofdrmio-&cide clori-
drico ou pelo &cido perférmico determinam forte aumento de rea
tividade & reagao do ferricianeto férrico, gquando usados isola
damente, provavelmente devido ao efeito desmascarante.

Convém assinalar gue o aumento da reatividade da mem-
brana espessada das c@lulas queratinizadas, apds o tratamento
pelo metanol-clorofdrmio-acide cloridrico, indica que o mate-
rial potencialmente reativo, além de ndo ser extraido, torna-
se efetivamente reativo. Como o tratamento pelo metancl-cloro
férmio-acido cloridrice extrai lipides contendo colina, coles
terol, tocoferol e vitamina D, essas substincias naoc podam ser
responslveis pela reatividade desmascarada.

Convém lembrar que apbs o tratamento pelo metanol-clo
roférmio=&cido cloridrico, seguidc do tratamento pelo icido per
formico, o material ferricianeto férrico reativo, da membrana
espessada, & extraido.

A reatividade da membrana espessada e, parcialmente, a
fetada pela fixagdo com formalina-bicloreto de mercfirio;ao con
trario, a reatividade do tocoferol (HADLER & SILVEIRA, 198lc, )
e da vitamina D (SILVEIRA & HADLER, resultados nao publicados),
d reagao do ferricianeto férrico, ndc sdo inibidas por esta
fixagac, sugerindo que essas substlncias poderiam ser apenas
parcialmente responsaveis por essa reatividade, Além disso, o

tratamento pelo dcido perfdrmico, que remove os lipides conten
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do colina da membrana espessada das células gqueratinizadas,sem
remover o tocoferol, ao mesmo tempo gue aumenta a reatividade
d reagao do ferricianeto férrico, também constitui argumento
favoravel a hipbtese de ser o tocoferol, parcialmente, respon
savel pela reatividade desmascarada; também permite supor que
© desmascaramento da reatividade do tocoferol, d reagdo do fer
ricianeto férrico, seja consequéncia de cisio da ligagao entre
o tocofercl e fosfolipides contendo colina; os guais sio extral
dos pelo tratamento com acido perférmico.

Conforme se verifica através dos resultades discuti-
dos, a reatividade do citoplasma das c&lulas queratinizadas
advém da presenca de substa@ncias diferentes das responsiveis
pela reatividade da membrana espessada, tendo em vista a diver
sidade quanto &s propriedades apresentadas por estas substin-
cias. O confronto dos resultados sugere gue a substincia ferri
cianeto férrico positiva, do citoplasma das cé&lulas gueratini-
zadas, & de natureza protéica. Ao contrdrio, o material ferri-
cianeto férrico reativo da membrana espessada apresenta proprie
dades que sugerem ser de natureza lipidica; ndo obstante, esse
material reativo parece destituido de fosfolipides contendo co
lina, havendo evidéncias da presenca de tocoferol e vitamina D,

Os resultados do presente trabalho confirmam investiga
¢oes anteriores (HADLER & SILVEIRA, 1980), as quais mostraram
gque fracgoes lipidicas, isentas de protelnas, extraidas da epi-
derme humana, reagiam positivamente é-reagéo do ferricianeto
férrico, sendo a reatividade pouco influenciada pelo tratamen
to com o bicloreto de merclirio; fragoes protéicas reagiam mais
fracamente & reagao do ferricianeto férrico, sugerindo que :a
positividade desta reacao, nas fragSes dos extratos de epider
me, decorresse, principalmente,de substancias de natureza lipi
dica.

Através do emprego do blogueic pelo bicloreto de mercil
rio e da agac de solventes, SILVEIRA & HADLER (1980b) sugeri-
ram que a reatividade da membrana espessada das celulas quera-
tinizadas estaria relacionada com a presenca de complexos lipo
protéicos contendo tocoferol e vitamina D. Estes resultados fo
ram confirmados mediante o emprego de cromatografia em camada
fina, efetuada em extratos de epiderme; esta té&cnica prermitiu
isolar um complexo lipoprotéico, cuja hidrdlise, pelo hidroxdi
do de potassio, libera uma porgdo protéica e uma lipidica, es-

ta ultima dotada de as-tocoferol, de colesterol e de vitamina D
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(HADLFR & STILVEIRA, 1981d; SILVEIRA & HADLER, resultados
publicados) .

nao

Cem base no emprego de blogueio pelo bicloreto de mer
clirio e da extragao seletiva com diversos solventes; SILVEIRA
& HADLER (1980b) mostraram que a reatividade das células quera
tinizadas,a reagac do ferricianeto ferrico,decorre da presenga
de substancias diversas. Na membrana espessada, a positividade
relaciona-se com o tocofercl e a vitamina D; no citoplasma das
células gueratinizadas, complexos lipoprotéicos sao responsa-
veis pela reatividade, os quais, scb a agao do metanol-clorcfdr
mic~acido cloridrico, tornam-se mais reativos e pelo tratamen
to com acido perfdrmico sdo extraidos. Os resultados do presen-
te trabalho confirmam os anteriormente citados.

GOLODETZ & UNNA (1909) assinalaram que a - reagao  do
ferricianeto ferrico era positiva na "queratina" epidéermica;
CHEVREMONT & FREDERIC (1943) verificaram positividade, também,
dos granulos de gueratoialina, Estes dois Diltimos autores assi
nalaram, alén disso, gue na epiderme humana e do cobaio a rea-
¢ao do ferricianeto férrico era fraca nos extratos mais profun
dos, passando a forte na camada granulosa, sendo negativa naca
mada cOrnea. Além disso, os autores correlacionaram essa rear
¢do com a presenga de proteinas dotadas de grupo sulfidrila.Nos
sos resultados nao confirmam os dos autores citados, uma vez
que, nas condigdes por nds utllizadas, a reagao do ferriciane
to férrico & mais forte na camada cbrnea do que em todas as
outras camadas da epiderme e estd mais relacionada com produ
tos de natureza lipldica do que com proteinas,

10 - Material de natureza proteéica presente na epiderme

Os principais motivos de terem side utilizadas, no pre-
sente trabalho, té@cnicas para demonstrar proteinas, foram: 1 -
localizar, topograficamente, substincias protéicas em cortes his
tol8gicos nao submetidos e submetidos 8 diversos — pré-tratamen
tos; 2 - através da comparagao dos resultados, deduzir qual a
acao dos pré-tratamentos sobre os componentes protéicos da epi-
derme.

As reacoOes usadas, no presente trabalho, revelam,na por
cao profunda da epiderme, granulos reativos no citoplasma dos -
queratindcitos da camada granulosa. Al&m disso, os grdnulos de

queratoialina apresentam reagao positiva; a reatividade destes
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granulos torna-se mais evidente guando se efetua a reagac da
aloxana-Schiff, precedida do tratamento pelo hidrdxido de po-
tassio, que parece ter agéo desmascarante. No compartimento ex
tracelular, também, ocorre material reativo, porém melhor de-
monstravel apds o efeito desmascarante do acido perfdrmico ou
gquando se efetua a reagao do DDD apds tratamento pelo tioglico
latc de sédio.

Na porgac superficial da epiderme, as células guerati-
nizadas reagem fortemente; a reatividade atinge tanto © cito
plasma guanto a membrana espessada. '

Estes resultados revelam que as células gueratinizadas
apresentam grande concentragdc de prot@inas, tanto no citoplas
ma guanto na membrana espessada. Sugerem, também, que nas pri-
meiras fases do processo de gueratinizacao o material protéi
co aumente no interior dos queratindcitos, principalmente dos
situados na camada granulosa.

Quando se efetua tratamento pelo acido perfdrmico, ha
remocao do material reativo, a reagéo doc DDD, do citoplasma das
células queratinizadas e, por outro lado, aumento da reativida
de da meﬁbrana espessada. Este resultado indica que o tratamen
to pelo acido perfbrmico, aparentemente, nao extrai protelnas
da membrana espessada; fato semelhante ocorre apds o +tratamen’
to pelo metanol-cloroférmio-&cido cloridrico. O tratamento pe-
160 metanol-cloroférmio~acido cloridrico determina, no entanto,
extragac do material reativo do citoplasma das celulas querati
nizadas. Estes resultados sugerem que a interrelacdo das pro-
teinas com os outros componentes do complexo lipoprotéico e di
ferente na membrana espessada e no citoplasma das células que-
ratinizadas. Sugerem, além disso, gque o &cido perfdrmico ex-
trai proteinas situadas no citoplasma das ceélulas queratiniza-
das, apresentando efeito desmascarante sobre as proteinas da
membrana espessada; alids, conforme j& foi discutido anterior-
mente, o Acido perfdrmico extrail lipoproteinas do citoplasma
das células queratinizadas, Por outro lado, o metanol-clorofdr
mio~&cido cloridrico, que também extral proteinas do citoplas
ma, simultaneamente, apresenta efeito desmascarante aobre o}
material sudandfilo ai situado, indicando que determina cisao
do complexo lipoprotéico, com extragdo apenas da porgao protéi
ca.

Convém assinalar que o tratamento pelo &cido perférmi

co desmascara granulos, aloxana-Schiff positivos, situades no
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citoplasma dos queratindcitos da camada granulosa; estes granu
los sac tioglicolato-DDD positivos e rorfologicamente semelhan
tes aos que reagem positivamente i reagac do permanganato alca
lino-azul de toluidina, o que indica a presenga de vitamina D;
por outro lado, a presenca de proteina sugere gue a vitamina D
esteja constituindo complexo lipoprotéico; esse complexo e
cindido pela agac do tratamento pelo &Acido perfdrmico, com des
mascaramento da porgac protéica. Estas propriedades, apresenta
das pelo granulos dos gueratindcitos da camada granulosa, sao
muito semelhantes &s propriedades do componente protéico da
membrana espessada das c@lulas gueratinizadas, sugerindo rela-
¢ao entre ambos. De acordo com esta interpretagao, proteinas de
granulagoes citopl8smicas, dos queratindcitos da camada granu-
losa, participariam da constituicao protéica da membrana espes
sada das celulas gqueratinizadas: de modo anélogo, a vitamina D,
contida nesses granulos, conforme nossa interpretacao, partici

pa da constituigao lipidica dessa membrana.

11 - Sintese sobre a correlag3o entre os lipides intra

epidérmicos e a queratinizacgao

Os lipides constituem 10,0 a 15,0% do peso seco da epi
derme; desse total 10,0% correspondem aos esterdis, 15,0% aos
fosfolipides e 60,0% acs &cidos graxos livres ou combinados;den
tre os esterdis, foram identificados o colesterol, gue predomi
na, © latostercl e o lanosterol (WHEATLEY, 1865; OHKRIDO
et alii., 1974). WHEATLEY et al<Z. (1964) mostraram gue na ca-
mada cOrnea, da cpiderme humana, hi 3,0 a 9,0% de lipides;dis
tinguiram dois tipos de lipides: 1 - soliivel em etancl, apds ex
tragao prolongada; 2 - lipides ligados i "gueratina" (insoli-
vels em etanol). De ambos isolaram: acidos graxos, triglicéri-
des, esterBis e 2steres de esterbis, ceras e um material polar
lipoprotéico associado com fosfolipides.

Por outro lado, a camada cdrnea & constitulda por cé-
lulas queratinizadas, separadas entre si pelo espacgo intercelu
lar; estas células apresentam membrana espessada, que envolve o
citoplasma; este, por sua vez, & constituido por fibrilas, pou
co eletrodensas, envolvidas por matriz interfilamentosa opaca
(BRODY, 1959%a, b; 1960a, b; 1977). A proporgao relativa entre
as fibrilas e a matriz interfilamentcsa & aproximadamente de

1:1, havendo, no entanto, variagoes de acordo com o tipo de
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célula gueratinizada (MERCER, 1961; DOWNES et ali<., 1963). Am
bos os componentes apresentam proteinas especificas, conforme
ja foi analisado no capitulo da introdugao.

Com base na difracao dos raios X (SWANBECK, 1959;
SWANBECK & THYRESSON, 1962), fcl sugerido que a "gueratina" con
sistia de fibrilas protéicas, com 25 nm de espessura, circunda
das por uma camada de fosfolipides,de 8 nm de espessura; os 1i-
pides pareciam dispor-se sob forma de membrana bimolecular Es
ta eStrutura foi aceita, também, por BRODY (1972}. Além disso,
SWANBECK (1959) admitiu que os lipides seriam derivados das
estruturas membranosas celulares e participariam da constitui
cao da gueratoialina; esta,por sua vez, seria responsavel pela
formagao da cobertura lipidica das fibrilas de "gueratina".Cs
resultados do presente trabalho concordam parcialmente com es-
ta interpretagao, pois embora ndc evidenciem a existéncia de 11
pides nos granulos de gueratoialina, por ocutro lado, revelam a
presenga de fosfolipides no mesmo local em gue estao situadas
as fibrilas de "gueratina®, ou seja, no citoplasma das celulas
queratinizadas; todavia, nossos resultados revelam, tambem, a
presenga de fosfolipides relacionados com os tonofilamentos dos
queratindcitos da camada espinhosa, 0 que constitui argumento
em favor de que os fosfolipides se relacionem com os filamen
tos de pré-gueratina, numa fase da diferenciagao celular em
que ainda nao ocorreu a lipofanerose, Estes resultados revelam
que a associagao entre os fosfolipides e a "queratina" precede
a lipcfanercse, suderindo que os fosfolipides s30 especialmen-
te sintetizados pelos queratindcitos, para cumprirem essa fina
lidade.

0s resultados, fornecidos'pela espectroscopia dos raics
X da "queratina", sugeriam gue os lipides se incorporavam = as
proteinas, durante o processo de gueratinizacac da epiderme
(GOLDSMITH & BADEN, 1970}); a transformacao da pré-queratina em
"queratina" ocorreria simultaneamente com o aparecimento dos
lipides, os quais se apresentavam orientados em relagdac ao ei-
xo dos filamentos da protelna fibrosa. Este conceito estd de
acordo com a nossa interpretagac dos resultados do presente tra
balho.

GOLDSMITH & BADEN (1970) e BADEN & GOLDSMITH {1972) ad
mitiram que o componente lipidico da “"queratina" epidérmica,res
ponsavel pela reflexdao especifica do espectro dos raios X,dis

punha-se sob a forma de longas cadeias lipidicas, que se orien
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tavam perpendicularmente ao eixo do filamento protéico: o 1ipi

de era insoluvel em hexano e solilvel em metanol-clorofdrmic
(1:3) tendo, portanto, carater polar. Embora sua estrutura
quimica nao tenha side identificada, o espectro de difragao

dos raios X sugeria que fosse diferente dos 1lipides comumente
assinalados na epiderme. Além disso, a espectroscopia de massa
mostrou que seu P.M. era de 284 daltons (GOLDSMITH & BADEN,
1970; BADEN & GOLDSMITH, 1972). A ligagao entre a proteina fi
brosa e ¢ lipide naoc parecia ser muito estivel,uma vez que o
componente © lipidico era removido pelo tratamento com metanol-
clorofdrmio, sendo, por isso, extraido durante a purificacdo da
proteina (GOLDSMITH & BADEN, 1970).

Os resultedos do presente trabalho constituem eviden-—
cias de que a proteina fibrosa,das fibrilas de "gueratina", es-
teja associada com fosfolipides dotades de colina. Esta associa
cao & rompida pelo tratamento com Acido perférmico, que extrai
proteinas e 1Ipides do citoplasma das células queratinizadas.O
metanol-cloroformio, nas condig¢des empregadas no presente tra-
balho, nao tem agao extrativa sobre o l1ipide. A discordancia
entre este resultado e 05 de GOLDSMITH & BADEN (1970) talvez
decorra da fixagao pela formalina-cidlcio, usada por nds.

De acordo com O conceito estabelecido com base nos re
sultados fornecldos pela espectroscopia dos raios X, o cito-
plasma das células queratinizadas apresentaria proteinas intex
relacionadas com lipides, o gque foi confirmado pelos nossos re
sultados histoguimicos, os quais demonstram, no entanto, que os
lipides al situados estdo mascarados. Além disso, nossos resul
tados sugerem que 0s queratindcitos sintetizem fosfolipides,
que participam da constitui¢ao da "gueratina® epidérmica.

Conforme nossos resultados, os lipides contides no .ci
toplasma das c&lulas queratinizadas apresentam—-se mascarades e,
por isso, nao sao revelados, histoguimicamente, a nic ser apds
pre-tratamento conveniente. Devido a este motivo, as tecnicas
histoquimicas, anteriormente usadas, ndo haviam demonstrado 11
pides no interior das c&lulas cdrneas, mesmo as utilizadas em
trabalhos mais recentes (ELIAS et aqli<., 1977¢, 1979a). O tra-
tamento por metanol-clorofdrmio-acideo cloridrico, que remove
0 componente lipidico da membrana espessada, tem efeito desmas
carante sobre os lipides do citoplasma das células queratiniza
das, indicando que a associagao entre lipides e proteinas & di

ferente nos dois locais. Apds o desmascaramento, a coloragao
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do citoplasma das células gqueratinizadas pelo negro de Sudan
@ intensa, sugerindo alta proporcac de lipides. Além disso, o
desmascaramento também determina aumento da reatividade do ci-
toplasma para lipides contendo colina. Estes fatos, associados
com a ausencia de colesterol, vitamina I, tocoferol e material
PAS positivo, no citoplasma das células gueratinizadas, suge
rem que os lipides, al contides, sejam bem diferentes dos si-~
tuados na membrana espessada. A reag¢ao para o lon fosfato,apos
o tratamento pelo peridrol-amdnea, gue tem efeito desmascaran-
te, € positiva no citoplasma das células gqueratinizadas, suge-
rindo que estes lipides sejam, em parte, fosfolipides contendo
colina.

A sudanofilia do citoplasma das c&lulas queratinizadas,
que & revelada apds desmascaramento, & mais intensa do que a
dos queratinOcitos das outras camadas da epiderme. Este resul
tado sugere que a propor¢ac de material sudandfile intracelu-
lar aumente com o preogredir do processo de gueratinizagao. Par
te dos lipides do citoplasma das células queratinizadas & cons
titulda pelos lipides asscociados com as tonofibrilas, demons
trados desde a camada espinhosa; outra parte deve ser prove-
niente dos lipides liberados pelas membranas dos queratindci-
tos, que sao destruidas nas fases finais do processo de guera-
tinizagao (lipofanerose). Dos lipides que participam da consti
tuigao da membrana espessada das células gqueratinizadas,alguns
sdo sintetizados peles queratindcitos da porgéo profunda da e-
piderme; dentre eles destacam-se ¢ colesterol e a vitamina D,
situados nas faces externa e interna da membrana espessada.

Admite~se que lipides do citoplasma das células guera-
tinizadas integrem, também, a matriz interfilamentosa, uma vez
que foi sugerido gue a matriz das celulas cOrmeas conteria grande pro
porgao de lipides, além de pequena proporgdo de gliicides e subs
tancias hidrossoliveis, associados d& fracao protéica (SPIER
et alii., 1954; MATOLTSY & BALSAMO, 1955; MATOLTSY, 1958, 1964c;
MATOLTSY & MATCOLTSY, 1963; CROUNSE, 1S965; GOLDSMITH & BADEN,
1970; SCHEUPLEIN & BLANK, 1971; LEE & BADEN, 1975; BADEN et glzt,
1976); esses lipides estariam relacionados com a "queratina".Nos
sos resultados histogulimicos nao permitem estabelecer distin-
¢ao entre as fibrilas de "queratina" e a matriz interfilamento
sa; por este motivo, ambas foram consideradas em conjunto,sob
a denominagao de "citoplasma da c&lula queratinizada". Nele

foi demonstrada a presencga de fosfolipides mascarados, confor
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me Ja fol discutido.

Todavia, embora os resultados histoguimicos, forneci=-
dos pelas técnicas utilizadas, nao permitam discriminar os com
penentes citoplasmicos das células gueratinizadas, a relacao
entre os lipides e as proteinas, desses componentes, pode ser
deduzida, indiretamente, através desses mesmos resultados. As-
sim, a relagao entre as fibrilas de "gqueratina" e os lipides
do citoplasma das celulas gueratinizadas foi admitida com base
na associagao entre os tonofilamentos e os lipides mascarados,
verificada, precocemente, no citoplasma dos gqueratindcitos da ca
mada espinhosa; esta associacio foi considerada persistente durante © pro
cesso de gueratinizacao, uma vez que a espectroscopia dos ralos
X indica a presenca de lipides associados com as fibrilas de
"queratina”. A relagao entre a matriz interfilamentosa e os 11
pides mascarados, do citoplasma das celulas gqueratinizadas,fol
deduzida com mais dificuldade e baseada nos seguintes fatos :
1 - o contefido de lipides mascarados do citoplasma das células
queratinizadas, estimado através da sudanofilia apds desmasca
ramento pelo metanol-clorofdrmio-acido cloridrico, & despropor
cionalmente maior em comparagao com o material sudandfilo mas-
carado, situado nos gueratindcitos da porgéo profunda da epi-
derme; este resultado sugere que hd adigao de material sudand-
filo suplementar nas células queratinizadas, © gqual se apresen
ta mascarado; 2 -~ enguanto os lipides mascarados do citoplasma
das celulas gueratinizadas tornam-se sudandfilos apds o  pré-
tratamento com metanol-cloroformio-dcido cloridrico, os do cl
toplasma dos queratindcitos da porcao profunda da epiderme sao
desmascarados pelo tratamento com hidrdxido de potlssio; esta
diferenga de comportamento, diante de agentes hidroliticos, sy
gere diversidade entre ambos; 3 ~ o pré-tratamento por meta-
nol-clorofdrmio-dcido cloridrico permite revelar granulacgdes su
danbtfilas, no citoplasma dos queratindcitos das camadas espi-
nhosa e granulosa, ac mesmo tempo que extrai os lipides asso-
clados com os tonofilamentos, indicande diferenca de comporta-
mento entre ambos; 4 - o pré-tratamento pelo acido performico
desmascara lipides do citoplasma das c&lulas queratinizadas,os
gquals apresentam caracterfsticas morfoldgicas peculiares e di
ferentes das dos lipides desmascarados pelo metancl-clorofdr -
mio-acido cloridricc, o gue sugere a existéncia de mais de um
tipo de lipide mascarado, no citoplasma das células queratiniza

das; 5 - © tratamento prévic pelo metanol-clorofdrmic-Acido clo
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ridrico extral o material sudandfilo do citoplasma das células
queratinizadas, desmascardvel pelo acido perfbrmico, sugerindo
que as substancias desmascaradas pelo &cido perfdrmico e pelo
metanol-clorofdrmio=~acido cloridrico, seriam diferentes. Estes
fatos constituem evidencias de que o citoplasma das células quera
tinizadas conteria, pelo menos, dois tipos de lipides mascara
dos, um poderia estar associado com as fibrilas de "queratina"
e seria desmascarado pelo adcido performico; o ocutro estaria
relacionado com a matriz interfilamentosa e seria desmascara
do pelo metanol-clorofdrmio-zcido cloridrico. O principal argu
mento em favor desta hipbtese & o geguinte: o tratamento pelo
metancl-cloroférmio-&cido cloridrico, ac mesmo tempo que ~ des
mascara lipides situados no citoplasma das c&lulas gueratiniza
das e de gueratindcitos da porgao profunda da epiderme, sem ex
trai-los, remove os fosfolipides relacicnados com os tonofila
mentos; estes resultados sugerem que os lipides dJdesmascarados
pelo metanol-clorofdrmio-acido cloridrico nao sejam os relaciona
dos com os tonofilamentos e com as fibrilas de "queratina"; es
ses lipides seriam os relacionados com a matriz interfilamento
sa das células queratinizadas.

Por outro lado, de acordo com os nossos resultados, os
granulos de queratoialina nao apresentam lipides demonstraveis
histoquimicamente; como a matriz interfilamentosa possui lipi-
des, & provavel gue ela nac se origine exclusivamente dos gra-
nulos de gqueratoialina, ao contrario do gue tem sido admitido
por BRODY (1959a), MERCER (1261) e MATOLTSY (1975}.

A membrana das cé&lulas queratinizadas, que se apresen-
ta espessada em toda sua extensio (BRODY, 1951a, 1966, 1268,
1%969; FARQUHAR & PALADE, 1965; FARBMAN, 19%66; HASHIMOTO, 1969,
1971la; RAXNERUD, 1974), consiste de uma ampla zona interna e
da membrana plasmatica propriamente dita, apresentando, o con-
juntc, cerca de 170i 10 a° de espessura (BRODY, 1969). Durante
o espessamento da membrana, substancia eletrodensa deposita-se
em sua face interna, confundindo-se com seu f£olheto interno
(FARBMAN, 1966), substfincia esta de natureza desconhecida. Nos
sos resultados histogquimicos sugerem que este material eletro
denso poderia ser constituido por complexos lipoproteicos con-
tendo, além de proteinas, colesterol, &steres do colesterol e
vitamina D, uma vez que estas substancias foram demonstradas
ne interior dos gueratindcitos da camada granulosa e, sucessi-

vamente, na membrana espessada das células queratinizadas.
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0s resultados do presente trabalho revelam diferencas
quanto aos lipides contidos na membrana espessada e no cito-
plasma das :células queratinizadas; por este motivo, a interpre
tacao dos resultados, concernentes a composigao lipidica destes
componentes das cé&lulas queratinizadas, fol efetuada separada-
mente. Convém frisar gue a membrana espessada fol considerada
em conjunto com o espaco intercelular, pois na camada cOrnea o
compartimento extracelular apresenta dimensoes bastante reduzi
das {SELBY, 1957; BRODY, 1966; SCHEUPLEIN, 1972); sua amplitu
de varia, geralmente, entre 10 e 50 nm, sendo mais amplo onde
estac presentes residucs dos corpos lamelares (BRODY, 1972).
Admite-se que este compartimento esteja preenchidc por mate
rial predominantemente lipidico, proveniente dos corpos lamela
res (SCHREINER & WOLFYF, 1269; SQUIER, 1973; ELTAS & FRIEND,
1975; ELIAS et alzi., 1977b, d, 197%a).

0s resultados histoquimicos, do presente trabalho, re
velam gue a membrana espessada das células gueratinizadas con
tém proteinas, gue se tornam reativas apds o desmascaramento pg
la acdo do acido perfoérmico, além de substancias lipidicas de
diversas naturezas. Convém frisar gue o tratamento pele Aacido
performico, ao mesmo tempo que desmascara proteinas da membra
na espessada das c¢@lulas queratinizadas, extral fosfolipides con
tendo colina; estes resultados sugerem a possibilidade de 11
gacdo quimica entre proteinas e fosfolipides contendoc colina,
ligagac esta gue seria respons@vel pelo mascaramento da reati-
vidade das protelnas. Estes resultados, portanto, sugerem inti
ma relagao entre lipides e proteinas na membrana espessada das
c8lulas queratinizadas. A presenca de lipides contendo colina
e fon fosfato, combinada com a positividade & reagao do PAS,su
gerem a existéncia, alem de fosfollipides contendo colina, de
glicosilceramidas, na membrana espessada; histoguimicamente,foi
também demonstrada a presenga de colestercl, vitamina D e toco
ferol na membrana espessada das c&lulas queratinizadas.

Estes resultados concordam com as dosagens efetunadas,
em fragoes extraidas da membrana espessada das células querati
nizadas, por MATOLTSY & PARAKKAL (1967), as quais revelaram,a-
1ém de proteinas, 33,0% de lipides e 1,0% de gliicides.

Os resultados do presente trabalho, obtidos em cortes
histoldgicos submetidos a extragoes, principalmente a efetuada
com metanol-clorofdrmio-acide cloridrico, gue remove a

fragao lipidica da membrana espessada e,parcialmente,a fragao
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protéica, sugerem que a presencga dos lipides nac & necessaria
para a manutencdo da integridade morfoldgica da membrana espes
sada; por outro lado, o tratamento com acido perférmico, que
desmascara o material protéico da membrana e remove os lipides
contendo colina, demonstra gue esta estrutura permanece aparen
temente Integra apds a remocdo dos fosfolipides. Estes resulta
dos indicam gue a manutencac da membrana, como estrutura, pode
ocorrer mesmo ¢quando os lipides sao removidos.

A situagac dos produtos protéicos e lipidicos, em rela
cac com a face da membrana espessada em gue estao depositados,
ndo pode ser verificada, diretamente, pela técnica por nds em-
pregada, mas pdde ser deduzida através de fatos verificados.
Baseado nesses fatos, parece evidente que o tocofercl, o mate-
rial PAS positivo, boa parte da vitamina D, parte do coleste-
rol e de proteinas, se depositem scbre a superficie externa da
membrana plasmatica, pois todos eles ocorrem no compartimento
extracelular da por¢ac profunda da epiderme; por outro lado, a
maior parte do colesterol, razoavel proporgao da vitamina D e
das proteinas histogquimicamente detectdveis na membrana espes
sada, parecem depositar~se em sua face interna, pois estas subs
tincias provém do interior dos gueratindbcitos da camada granu-
losa.

A presenca de complexo glicolipoprotéico, contendo além
de proteina, colina, fosfato e hexosamina, foi assinalada em
espessamentos epidérmicos da pele humana (FLESCH & ESODA, 1962).
Por outro lado, atravées da cromatografia em camada fina, foram
isoladas, da epiderme, tanto da fragao soluvel em etanol guan
to da insolivel, seis lipoproteinas, as guais contém predomi-
nancia de lipides; dentre os lipides, sao mais abundantes os es
terdis livres e os acidos graxos, tendo sido identificados co
lesterol e provavel 7-hidroxi-colesterol, além de fosfato e he
xosamina {(WHEATLEY et alii,, 1964). Dos queratindcitos da epi-
derme humana e do porco foram, também, isolados esterdis e ég
teres de esterdis (LEWIS & HAYWARD, 1971), fosfolipides e es-
fingolipides {REINERTSON & WHEATLEY, 1959; CARRUTHERS, 1964;
WHEATLEY & FLESCH, 1967; ANSARI et aldi., 1970; LONG, 1970;
GRAY & YARDLEY, 1975a; GRAY & WHITE, 1978).

GRAY & VARDLEY (1975a, b) admitem que a ceramida, re-
sultante da acdo da esfingomielinase scbre a esfingomielina,naoc
& catabolisada, constituindo o maior componente lipidico das

células gueratinizadas. A ceramida, juntamente com © coleste
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rol, o sulfato de colesterol e glicoesfingolipides, constitui-
riam os componentes lipidicos da membrana espessada das célu-
las queratinizadas, sendo responsaveis pela sua estabilidade
(GRAY & WHITE, 1978; GRAY et alii., 1978b). Nossos resultados
histoquimicos concordam com os resultados bioguimicos citados;,
pois demonstram a presenga de colesterol, €steres do coleste-
rol e provavel glicolipide (PAS positivo), na membrana espes-—
sada das células queratinizadas. No entanto, nossos resultados
revelam, ainda, a presenga de lipides contendo colina e ion
fosfato na membrana espessada, além de tocofercl e de vitamina
D.

A estabilidade e a integridade estrutural da fase lipl
" dica das membranas, em celulas de mamiferos, dependem da natu-
reza anfipatica de alguns dos seus componentesg lipldicos; na
maioria das celulas, os componentes anfipadticos mails importan-
tes saoc os fosfolipides. No entanto, como se admite estarem os
fosfolipides ausentes na camada cdrnea, a gual contém ceramidas
e glicosilceramidas, fol sugerido que estes dois Tltimos produ
tos seriam as moléculas anfipdticas que manteriam estavel a fa-—
se lipidica da membrana espessada das celulas cqueratinizadas
(GRAY & YARDLEY, 1975a, b; PASCHER, 1976; GRAY & WHITE, 1978).
Nossos resultadeos, embora nao contradigam esta hipOtese, reve
lam a presenca de lipides contendo colina e ion fosfato, na mem
brana espessada das c¢&lulas gueratinizadas, os guais devem ser
também considerados no que diz respeito & estabilidade da fase
lipidica da membrana espessada.

2 analise quimica e os resultados histogquimicos da ca-
mada cOrnea, da epiderme de camundongos, evidenciou a presenga
de lipides neutros relacionados com a membrana espessada das
células queratinizadas (ELIAS et aliZ., 1977b, 197%a); dentre
estes, foram detectados o colesterol e seus &steres, triglice-
rides e esfingolipides. No que diz respeito & situagao, 08 es-
fingolipides estariam na membrana espessada; © colesterol e
seus &steres, acidos graxos e ceramidas seriam encontrados no
espago intercelular, sendo derivados dos corpos lamelares. Foi
demonstrado na camada codrnea, através da microscopia eletrdni
ca, que 0 espacgo intercelular contém membranas bilaminares,di
ferentes das lamelas oriundas dos'corpos lamelares e gue pare
cem constituidas por lipides naoc polares (LAVKER, 1976;
HAYWARD, 1978); a origem destas membranas & desconhecida. No

entanto, nossos resultados histoguimicos revelam a presenga de



167

colesterbl, vitamina D e tocoferol, na membrana espessada, em
sua face voltada para o compartimento extracelular da camada
cdrnea; estas substancias podem ser parcialmente responsaveis
pela constituicao das membranas bilaminares. Por outro lado,em
bora se admita que os corpos lamelares sejam 08 anicos respon-—
saveis pela origem dos lipides intercelulares da camada cOrnea,
isto nao foi demonstrado (ELIAS, 1981).

Foi salientade gue a maior parte dos lipides da camada
cdrnea estd situada no compartimento extracelular (BLANK,1933;
ELIAS et alii., 1977b, 1979a). Nossos resultados, embora nao
permitam discriminagac entre o espago intercelular e a membra-
na espessada das células queratinizadas, sugerem, no entanﬁo,
que além dos lipides relacionados com a face externa da membra
na espessada existam lipides situados junto & face interna da
membrana, o0s guais, portanto, sao intracelulares; embora intra
celulares, estes lipides estao intimamente assoclados com a mem
brana espessada das celulas gueratinizadas.

Diversas resultados bioquimicos tém confirmado a pre-
senga de lipides neutros e polares, na epiderme humana, e per-
nitido correlacionar variacoOes quantitativas desses lipides can
o processo de gueratinizagdo. Assim, foi assinalada redugao dos
fosfolipides e dos glicoesfingolipides na camada cdrnea, ou sg
ja, no final do processo de queratinizagao, a qual e acompanha

da de manutencio da texa de colesterol e seus é&steres, dos &ci

dos graxos e triglicérides, e das ceramidas (REINERTSCN &
WHEATLEY, 1959; WHEATLEY & FLESCH, 1967; LONG, 1970; GRAY &

YARDLEY, 1975a; ELIAS et glii., 1977b, 197%9a; GRAY & WHITE,
1978). Foi mesmo sugerido que o teoxr de lipides neutros aumen
taria progressivamente na epiderme, a medida que a célula =~ da
camada gramlosa se transforma na célula coOrnea, onde atingiriam
o teor miximo (ELIAS et alii., 1977b, 197%a). A andlise gquimi
ca permitiu demonstrar que OS lipides neutros, ou nac polares
(esterdis, ésteres de esterdis, acidos graxos e triglicérides),
cuja proporcac na camada granulosa &, em média, de 38,0%, atin
gem, na camada cdrnea, a proporgao de 53,0% (ELIAS, 1281}: des
te modo, durante a queratinizacdo, a proporgac de lipides nao
polares aumentaria.

Estudos citoguimicos, efetuados ac nivel da microsco-
pia eletrbnica, indicam que os fosfolipides nao sofrem altera
¢ao quantitativa aparente guando a célula da camada granuleosa

se transforma na célula cdrnea, ao contririo dos glicides que
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diminuem, desaparecendo na celula cOrnea (ELIAS et alit., 1977b,
197%a). Os resultados histoquimicos do presente trabalho, no
entanto, nao confirmam o desaparecimento de gliacides na camada
cObrnea.

Convém salientar gue a metodologia bioguimica nao per-
mite estudar a dinamica dos lipides durante a gueratinizagao .
Com a finalidade de evitar esse inconveniente, foram efetuados
estudos biogquimicos em camadas isoladas da epiderme. A tripsi
nizagdo sequencial foi usada para separar as células da camada
granulosa, das ciélulas cbrneas e das outras camadas da epider
me humana: deste modo, pdde-se proceder a andlise lipidica de
camadas isoladas: nao obstante, foi verificado que este trata-
mento pode determinar perda ou degradacac da esfingomielina
(GRAY & YARDLEY, 1975a, b; GRAY, 1976; GRAY & WHITE, 1978;GRAY
et alii., 1978b). Estudos bioguimicos da epiderme humana e do
porco, efetuados com esta metodoloegla, mostraram que a camada
granulosa contém fosfolipides e principalmente glicoesfingoli-
pides, além de 1lipides neutros (GRAY & YARDLEY, 1975a, GRAY &
WHITE, 1978): os fosfolipides e os glicoesfingolipides desapa-
receriam na camada cdrnea, a qual passaria a conter acidos gra
%0s, esterdis, ésteres de esterdis e ceramidas. Esses resulta
dos foram confirmados, no camundongo, por ELIAS et alzt. (1977a,
b, 1979a), os quais empregaram células da camada granulosa e
da camada cdrnea, isoladas com o auxilio da toxina epidermoli-
tica estafilocdbcica e da tripsina, Todavia, os resultados his-
toguimicos do presente trabalho indicam a presenca de fosfoli-
pides na camada cbrnea, 0 guais estao situados tanto na mem-—
brana espessada gquanto no citoplasma das células queratinizadas,

No que diz respeito aos lipides polares, principalmen-
te fosfolipides, a andlise quimica, efetuada por ELIAS et alit.
(1977b), demonstrou, na camada granulosa, lipides polares em

grande proporgac, tanto dentro gquanto fora dos queratindcitos.

Easgses resultados foram confirmados, histoguimicamente, por
ELIAS et alii. (1979a), embora através de té&cnica inespecifica
(hemateina Acida). As técnicas histoquimicas, empregadas no

presente trabalho, mais especificas que a da hemateina acida,
também indicam gue nacamada granulosa ha aparente aumento da
proporcac de fosfolipides contendo colina, confirmando os re-
sultados obtidos anteriormente por esses autores. Por cutro la
do, foi demonstrado que a hipertrofia celular, que ocorre na

camada granulosa, advém do acumulo de numerosos corpos lamela
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res (BERGSTRESSER et alvi., 1978), os quais ocupam 15,0% do ci
toplasma dessas células (ELIAS & FRIEND, 1975); esse acumulo
de corpos lamelares poderia ser responsavel pelo aumento da
proporcao de fosfolipides, verificado na camada granulosa.

De forma semelhante, também as glicosllceramidas Sa0
mais abundantes na camada granulosa, em comparagao com a cama
da cbrnea da epiderme do camundonge (ELIAS et aliz., 1977b) .
Nossos resultados revelam granulagoes PAS positivas no cito-
plasma dos queratinbcitos da camada granulosa, o que estd de
acordo com a maior proporcac de glicosilceramidas nessa camada.

Convém salientar que as glicosilceramidas contem &ci-
dos graxos insaturados, dentre os quais o acido linoleico (GRAY
et alii., 1978b), o gual & importante na manutengao da barrei
ra epidérmica e na preservacac da integridade morfoldgica da
epiderme, conforme se verifica na caréncia de acidos graxos es
senciais (HARTOP & PROTTEY, 1976; PROTTEY, 1977). Foi mesmo ad
mitido gque uma glicosilceramida, dotada de &cido linoléico, po
deria ser responsavel pela manutencao da normalidade funcional
da epiderme (GRAY & WHITE, 1978), normalidade essa que depende
ria, fundamentalmente, da completa diferenciagao celular, dgue
culmina com a formacio da cé&lula gqueratinizada, ou seja, da cé
lula dotada de alta concentracao de "queratina”.

De acordo.com o que foi discutido a propdsito da quera
tinizacio epidérmica, principalmente no gue concerne & relagao
entre 1lipides e proteinas, na formagao da "gueratina” epidérmi
ca, depreende-se que a diferenciacao do gqueratindcito & comple
xa e abrange processos de sintese de proteinas e de lipides.As
evidéncias a este respeito, predominantemente de natureza fisi
ca e bioquimica, eram complementadas por poucos resultados mor
foldgicos e histoquimicos. Os resultados do presente traba-
1ho acrescentam novas evideéencias histoquimicas, a respeito da
presenca de lipides na membrana espessada e no citoplasma das
células queratinizadas, sugerindc sua participagao no processo
de queratinizacdo, pois nos locais em gue ccorrem proteinas,ag'
mitidas como responsaveis pela formacgao da'queratina" epidérmi
ca, també&m foram demonstrados lIipides, havendo intima associa-
cao entre ambos. Esta associagao parece muito importante para
o desenvolvimento normal do processo de queratinizagao, a jul-

gar pelas alteragoes epidérmicas gue ocorrem nas perturbagaes
do metabolismo lipidico.



RESUMO E CONCLUSOES

O emprego de técnicas histoguimicas adeguadas, em cor
tes de congelacao de fragmentos de pele fixados em formalina-
calcio (ou, excepcionalmenpe, em formalina-bicloreto de merci-
rio), combinado com pré-tratamentos especificos ou extracdes se
letivas, permitiu assinalar a presenca de varias substancias
de natureza lipidica, na epiderme, e correlacionar essas subs
tancias entre si e com as "queratinas", além de situd-las no
decurso do processo de queratinizacao.

Entre as substancias de natureza lipidica assinaladas,
algumas nunca haviam sido demonstradas, histoquimicamente, na
epiderme, dentre as quais destacam-se a vitamina D, lipides con
tendo colina e o tocoferol; além disso, as té&cnicas utilizadas
permitiram retificar resultados histoquimicos obtidos através
de técnicas inespecificas.

A conveniéncia da combinagaoc de. técnicas topogquimicas
apropriadas, com pré-tratamentos suscetiveis de permitir extra
gao seletiva cu de determinar desmascaramento de substancias
com reatividade blogqueada, torna-se bem evidente devido 3 maior
possibilidade em se estabelecer correlagao entre os resultados
e de interpreta-los com maior segurancga.

Os resultados histoguimicos, obtides com a aplicacgao
desta metodologia, em pele de varias espécies de mamiferos, re
velaram que as substancias lipidicas intraepidérmicas, nao re
movidas pelc tratamento com metanol-cloroférmio, podem ser
agrupadas em duas categorias: a primeira @ integrada por subs
tincias sudandfilas nao mascaradas que, por isso, ja haviam si
do demconstradas, histoguimicamente; a outra, ao contrério,abnql
ge substadncias gue apresentam sudanofilia somente apds pré-tra
tamentos convenientes, tendo sido assinaladas pela primeira
vez neste trabalho.

Dentre as substineias lipidicas eudanbfilas nao masca-

radas, fol possivel distinguir tr8s grupos:
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1 - Substancias situadas no espaco intercelular da por
¢ao profunda da epiderme; contédm colina e fosfato (fosfolipides
dotados de colina) e sua sudanofilia nao & removida pelo meta-
nol-cloroférmio-&cido cloridrico, pelo hidréxido de  potassio
e pelo acido perférmico; contém, também, colestercl e vitamina
D, ambos mascarados, revelados apenas apds hidrdlise convenien
te, e tocofercl mascarado, que se torna reativo apds o trata-
mento pelo hidrdxido de potassic ou pelo peridrol-amdnea. Es-
tas substancias constituem complexo gue reage positivamente &
reagao do ferricianeto férrico, devido, ao menos em parte, a
presenga de vitamina D e tocoferol; o complexo & PAS positivo,
principalmente apds a acao desmascarante do hidrdxido de T po-
tassio, sendo o material PAS positivo extraido pPelo tratamento
com metanol-cloroférmio-acido cloridrico, mas ndo pelo  meta-
nol-clorofdérmio. A presenga de proteinas, no complexo, foi re-
velada pela positividade & reagao do DDD, especialmente  apds
a agao desmascarante do acido perfdrmico. C comportamento  do
complexo lipidico deste grupo, em relagao aos solventes usados,
constitul evidéncia a favor da presenca de lipoproteinas,

2 - Substancias lipidicas situadas no citoplasma dos
queratinbcitos da porgac profunda da epiderme; compreendem dois
sub-grupocs:

2.1 - Substadncias que nao contém colina nem fosfato
e sac parcialmente extraidas pelo metanol-clorofdrmio, pelo
hidréxido de potassio ou pelo acido perfdrmico e totalmente ex
traidas pelo metanol-cloroférmio-&cido cloridrico; contém co-
lesterol, ésteres do colesterol e vitamina D: o compertamento,
diante dos solventes e hidrolisantes usados, indica que estas
substancias estdo associadas com proteinas. A reagido da aloxa-
na-Schiff evidencia granulos, no citoplasma dos queratindcitos,
sugerindo a presen¢ga de complexos lipoprotéicos, constituidos
por colestercl, ésteres do colestercl e vitamina D, associados
a proteinas.

2.2 ~ substancias situadas no citoplasma dos gqueratind
citoes dos extratos mals periféricos da camada espinhosa e nos
da camada granulcosa, sob a forma de granulos dotados de fosfo-
lipides contendo c¢olina; sao destituidas de colesterol, &ste-
res do colesterol e vitamina D. 530 bem menos abundantes em
comparagac com as substancias do primeiro sub-grupo.

3 - Substancias localizadas na membrana espessada da

célula queratinizada; contém colina e fosfato, este Gltimo de-
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monstravel somente apds desmascaramenteo pelo peridrol-amdéneas
© tratamento com acido perfdrmico permite a extragdo seletiva
de 1lipides contendo colira, sem provocar aparente extragdo do
material sudandfileo, sugerindo a presenca de mais de uma subs-
tancia sudandfila, constituindo complex0; contém colesterol,és
teres de colesterol, vitamina D e tocoferol, extraiveis pelo
tratamento com metanol-cloroformio-acido cloridrico: o trata-
mento com hidrdxido de potdssio extral apenas o tocoferol, par
cialmente. O complexo contém proteinas, pois & aloxana—Schiff e
DDD positivo, principalmente apds a agac desmascarante do meta
nol-cloroférmio-acido cloridrico ou do acido perférmico; & rea
tivo & reagao do ferricianeto férrico (principalmente apds a
agao desmascarante do metancl-clorofdrmio-&cido cloridrico ou
do Acido perfbrmico) e A& reacao do PAS; esta dltima reativida
de desaparece com ¢ tratamento pelo metanol-cloroférmioc =icido
cloridrico, sugerindo ser proveniente da presenca de substan
cia de natureza lipidica.

As substancias lipidicas mascaradas, cuja sudanofilia
somente pode ser verificada apds tratamentos convenientes,estio
situadas no interior dos queratindcitos, em dois locais dife-
rentes da epiderme, ou seja, nos gueratindcitos da pPOrGao pro
funda e no citoplasma das células queratinizadas. Estao asso-
ciadas tdo intimamente com protefnas a ponto das caracteristi-
cas histoguimicas dos componentes do complexo lipoprotéico es-
tarem bloqueadas. As substancias deste grupo distinguem~se, en-
tre si, nac apenas pela situacao topogrifica, mas também pe-
los tratamentos necesgidrios para seu desmascaramento. Foram dis
tinguidos dois grupos:

1 - Substancias lipidicas situadas no citoplasma  dos
queratinbcitos da camada espinhosa, que adguirem sudanofilia
apds a acao desmascarante do hidrdxido de potdssio, quando en
tao passam a reagir com a técnica para 1lipides contendo colina;
a reagao positiva para fosfato, apds desmascaramento pelo peri
drol-amdnea, sugere a presenga de fosfolipides dotados de coli
na. Devido & positividade das reagoes da aloxana-Schiff e do
DEPD, nos mesmos locais em que estao situados os fosfolipides
e tendo em vista o mascaramento do lipide, & possivel tratar-
se de uma lipoproteina, cuja fragao protéica & constituida pe-
la pre—queratina dos tonofilamentos.

2 - Substancias lipidicas situadas no citoplasma da cé

lula gueratinizada, que se tornam sudandfilas apds .a agao do
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tratamento com metancl-clorofdrmio-&cido cloridrico, gquando tam
bém adquirem a propriedade de reagir com a técnica para 1lipi-
des contendo colina; apds a agao desmascarante do peridrol-amd
nea, pode ser demonstrado Ion fosfato, indicando a presenga
de fosfolipides contendo colina. .Fstas substancias sudandfilas
sdao extralidas pelo tratamento com &cido perfdrmico, com exce
¢ao de uma fracao que, ao contrario, & desmascarada; contém
proteinas, pois reagem positivamente a reacao da aloxana-Schiff
e do DDD, principalmente apds a agao do tioglicolato de 56—
dio; o material DDD positivo é extralido pelo metanol-cloirofdr-
mio-acido cloridrico e pelo acido perfdrmico. A presenca de 131
pides e de proteinas sugere tratar-se de complexo lipoprotéi-
co, que & redutor, pols reage positivamente & reagao do ferri
cianeto férrico; esta reatividade diminui fortemente apés o}
tratamento pelo metanol-cloroformio-acido cloridrico, que ex-
tral a porcao protéica, sugerindo que a porcao lipidica seja
responsavel pela propriedade redutora.

Deve ser destacado que substancias lipidicas, com ca-
racteristicas semelhantes ds das situadas no citoplasma da cé-
lula queratinizada, sao encontradas no citoplasma dos querati-
ndcitos dos extratos mais periféricos da camada espinhosa e
nos da camada granulosa, onde se apresentam sob a forma de pe-
quenas granulagoes sudandfilas, justanucleares, apds a agdo des
mascarante do metancl-cloroformio-acido cloridrico; estas gra-
nulagbes contém colina e nao contém colesterol e vitamina D;ha
evidénecias de conterem proteinas (reagac da aloxana-Schiff PO
sitiva)e gue sejam precursoras de lipides mascarados, situados
no citoplasma da c€lula gueratinizada.

Os diversos tipos de substancias lipidicas assinalados
apresentam destinos diferentes, durante o processo de queratini
zagao. As substancias lipidicas sudandfilas, situadas no espa
¢o intercelular da porgac profunda da epiderme, com o progre-
dir do processo de queratinizacao, sac depositadas sobre a fa-
ce externa da membrana plasmatica da célula gueratinizada, to-
mando parte da constituigao do que foi por nds considerado co-
mo membrana espessada da célula queratinizada; faz excecgdo par
te da vitamina D que & reabsorvida pelo organismo. As substan
cias lipidicas desse grupo colaboram na constituicfo da "quera
tina" da membrana espessada, sendo responsaveis por parte doma
terial lipidico situado na face externa dessa membrana, parte

esta constituida por fosfolipides contendo colina, tocoferol,
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vitamina D e colesterol; proteinas e substancias PAS positi
vas também colaboram na constituicao da face externa da  mem-
brana espessada da cé&lula queratinizada.

Os 1lipides sudandfilos do seqgundo grupo, constituidos
principalmente de colesterol, &steres do colesterol e vitami
na D, apresentam dois destinos: 1 - parte deles atinge o com-
partimento extracelular e tem o destino dos lipides ai situa
dos; 2z ~ outra parte permanece no interior do queratinfcito e
se deposita na face interna da membrana plasmdtica, . passando
a integrar a membrana espessada da célula queratinizada. Eg~
tes lipides, portanto, também colaboram na constituicio da
"queratina" da membrana espessada da célula gueratinizada, con
tribuindo com parte de seu contetdo em colesterol e vitamina
D.

A membrana espessada da c&lula queratinizada, por con
seguinte, contém material proﬁeniente desses dois grupos de
substancias sudandfilas.

Os lipides mascarados, situados nos queratinbcitos da
camada espinhosa, precocemente se associam com a pré-querati-
na dos tonofilamentos; h@ evidéncia de que esta associagdo con
tinue durante tode o decorrer do processo de queratinizacio,
pois, no citoplasma da cé&lula gqueratinizada, existem  fosfoll
pldes contendo colina associados com as fibrilas de '"querati-
na". Nesses dois locals, somente apds tratamento  desmascaran
te pode ser demeonstrada colina reativa, a gual se apresenta
quimicamente bloqueada, provavelmente, devido ao grau de sua
ligagao com as protefnas fibrosas.

Os resultados sugerem que dentre os lipides mascara~-
dos, do citoplasma da cé&lula queratinizada, o5 gue sao desmas
carados pelo metanol-clorofdrmio-acido cloridrico sejam, ao
menos parcialmente, provenientes de pequenas granulagoes lipi
cas situadas nos queratindcitos das camadas espinhosa e gra-
nulosa, pois estes, também, sac desmascarados pelo mesmo tra-
tamento.

Com este fundamento, admitiu-se que os  fosfolipides
contendo colina, mascarados, situados no citoplasma da celula
gueratinizada, provém de duas origens: 1 -~ dos lipides asso-
clados com os tonocfilamentos; 2 - de granulagoes situadas nos
queratinbecitos das camadas granulosa e espinhosa. Destes 1lipi-
des, os associadcs com os tonofilamentos situados nos querati

nocitos da porgzo profunda da epiderme, passam a se relacio-
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nar com as fibrilas de "queratina", no citoplasma da célula
queratinizada, onde sac desmascarados pelc acido perfSrmico;
0s provenientes das granulagoes dos gqueratindcitos das cama-
das granulosa e espinhosa, se associam com a matriz interfila
mentosa e sao desmascarados pelo tratamento com metanol-cloxo
formio-acido cloridrico. O principal argumento favoravel 3 es
ta interpretagao consiste no seguinte: o tratamento pelo meta
nol-clorofdormioracido cloridrico desmascara lipides localiza-
dos no citoplasma da célula queratinizada e de queratindcitos
das camadas granulosa e espinhosa, sem determinar sua extra-
¢ao; ao contrario, determina extragao dos fosfolipides asso-
ciados com a pré-queratina - dos tonofilamentos. Estes resul
tados sugerem que os lipides desmascarados pelo metanol-cloro
férmio-acido cloridrico nao sao os relacionados com os tonofi
lamentos.

De acordo com esta interpretacac, os lipides mascara-
dos, do citoplasma da célula queratinizada, se associam COom
proteinas que constituem tanto as fibrilas de "gueratina" quan
to a matriz interfilamentosa, participando dlretamente do pro
cesso de gqueratinizagao epldérmica. Além disso, os resultados
do presente trabalho sugerem que a diferenciagido do queratiné
cito epidérmico, que ocorre durante o processo de gqueratiniza
¢ao, abrange tanto a biossintese de proteinas especificas,bem
conhecidas, quanto a de lipides, que a elas intimamente se
associam com a finalidade de constituir lipoproteinas, presen
tes na célula gqueratinizada.

Desta forma, substancias lipidicas participam da consg
tituigéo dos trés elementos fundamentais da c¢élula gueratinie
zada epidérmica, quais sejam: a membrana espessada, as fibri
las de "queratina” e a matriz interfilamentosa, permitindo es
tabelecer as seguintes conclusdes:

1 - Substancias de natureza lipidica, associadas conm
proteinas, participam da constituicac da membrana espessada e
do citoplasma da c@lula queratinizada da epiderme.

2 -~ No citoplasma da c&lula queratinizada, a participa
cao das substlncias lipidicas ocorre tanto no que diz respei-
to 8s fibrilas de "queratina" quanto & matriz interfilamento

sa.
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