Um methodo de coloracao cytologica pela
hemateina ferrea *

por

(yilberto de IHreitas

Dado o valor fundamental do melhodo de Heidenhain como co-
loracio cylologica, numerosas modificacoes lhe foram introduzidas com
o fim de livral-o dos defeilos que apresenta.

E assim que, no methodo original de Heidenhain, os melhores re-
sultados, mesmo para coloraciao da chromalina, sio obtidos apos longa
permanencia do malerial em solucdes aquosas do mordenle e do co-
rante;, isto além de tornar o methodo longo na sua applicagdo, causa,
como refere Dobell, uma maceracio das estrucluras.

Enire essas modilicacoes salientam-se as de Dobell e a de Ko-
foid e Swezy. Infelizmenle, se ellas supplantam o melhodo original na
rapidez ou na conservacio das eslrucluras, nfo garantem a constancia
resullados ou a generalisacio de applicacdio. Se a primeira nao for-
nece bons resultados na coloracio dos cyslos dos Prolozoarios, a per-
icicio da segunda modificacio depende muilo da nalureza do malerial.

Baseados em certos facios relacionados com a coloracdo pela he-
mateina ferrea, iniciamos um estudo com o fito de trazer algumas con-

tribuicées para esle problema.
Iniciado quando o mosso grande mestre Prof. Carlos Chagas era

ainda vivo, d’elle recebemos todo apoio moral e technico, e a elle con-
sagramos a nossa profunda graliddo. Cumpre-nos agradecer, tambem, aos
Drs. Furico Villela, Aristides Marques da Cunha e Olympio da Fon-
scca pelo generoso interesse e valiosa crilica. Agradecemos igualmente
ao Dr. Carneiro Felippe, pelos esclarecimenios que nos proporcionou
nas questoes de Chimica physica relacionadas com as coloragdes cyto-

logicas.

A analyse do effeito das variacdes na concenlracio ¢ no pH das
solucoes, miosira uma perfeila analogia enlre as colora¢des pela hema-
leina {errea e o0s processos de adsorpcio.

* Recebido para publicagdo a 23 de Dezembro de 1935 e dado a publicidade em Setembro de 1936.
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A nalureza adsorpliva das coloracoes hislologicas, ja4 foi de ha
muilo declarada por A. Fischer. Sem adoplarmos inlegralmenle esta theo-
ria que parece prejudicada pela generalizacio, nos limilamos a acceital-a
nesle caso particular. e como uma hvpolhese apenas. Passamos entio
a admillir os phenomenos de adsorpcio como delerminantes das colo-
racoes pela hemaleina lerrea, assim se explicando o respeilo 4 equa-
cao de IFreundlich. e o nolavel ecleclismo corante d’esta subsltancia. Se
lal hypolhese nido poude ser demonstrada em virlude da impossibili-
dade lechnica de se excluir a idéa de uma reaccio isolhermica, ella

comludo se mosltrou valiosa na sua applicacio pralica, permitlindo a
realisacdo de um methodo que em nossas mios lem dado resultados in-
legralmenle salislaclorios.  Respeilando a equacdo de Freundlich, usa-
mos solucdoes muilo diluidas do corante ¢ do mordenle, tendo as solu-
coes alcoolicas se moslrado superiores 4s aquosas.

Verificamos ler singular importancia o pH da solucio corante.
Alias, ja de ha muilo, Breinl e Rosenbuch aconselhavam empiricamente
a addicdo de carbonato de lithio as solucoes alcoolicas de hematoxylina.
realisando um methodo rapido de¢ coloracdo. Esle processo, que éra pre-
conisado para Trypanosomideos e oulros organismos de dimensdes exi-
guas, dava resullados inconslanles em virlude da impossibilidade de ava-
ltacdo da quanlidade oplima de alcali a ser addicionada. A importancia
da concentracio em ionles hydrogenio nas coloracdoes pela hemateina
ferrea, ja havia sido salientada por Oliveira-Caslro. Esle autor prepara
suas soluc¢oes segundo a formula original de Heidenhain, subslituindo
a agua pelo systema regulador phosphalo monopolassico-phosphato di-
sodico com o pH igual a 7. Preparada a solucdo, elle junlta phenol
na proporcao de 0.5 0. IFFaclo inleressante e inexplicavel, a solucio pode
serr usada 24 horas depois: conserva-se durante um mez.

A experiencia nos demonslrou que, dentro de um certo limile.
quanto mais se progride na alcalinidade, mais perfeita ¢ a coloracio
das eslrucluras periphericas dos Protozoarios, com prejuizo para aquel-
las que esldo inlernamenle siluadas. Taes faclos apresentaram-se parti-
cularmente demonslrativos; em Cyathodinium conicum, a coloracio
pelo melhodo a seguir descriplo, mostrava, quando o pH da solucio de
de hemaleina era igual a 7.9, um effeilo simulando o aspeclo obtido
com as impregnacoes melallicas pelo melhodo de Da Fano. Taes ve-
rificagdes demonsiram como uma simples variacio no pH das solucoes
pode ser a causa de mudancas fundamentaes na aclividade corante da
hemaleina.

O conhecimentos de lal influencia, nos induzio a4 necessidade de in-
lroduzir o emprego de solucdes reguladoras, para que o trabalho se
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processe sempre em condicoes idenlicas. Inicialmente, ndés usamos 0 sys-
lema phosphato monopotassico-soda M/5. Actualmente porém, segundo
uma suggestio do Dr. Carneiro Felippe, trabalhamos com uma solu-
cio a 19, de phosphato di-polassico cujo pH ¢ levado ao valor de
7.6 com acido chlorhydrico N/I:; realizamos esla operacdo no momento
do emprego. Como indicalor, o vermelho de phenol fornece bons re-
sultados, dispensando o uso de comparadores desde que se lenha al-
guma pralica da sua tonalidade nesta zona da escala. Kmbora de ex-
lrema simplicidade, ¢ esle methodo sulficientemente preciso.

Na differenciacio, os melhores resultados, foram oblidos com ©
acido picrico em solucdo no alcool a 95 0o. Introduzida como differen-
ciadora ap6s o methodo de Heidenhain por Masson, foi esla substan-
cia preconisada por varios aulores para o mesmo fim (Tuan, 1930, Nel-
son, 1934).

O mechanismo ¢ ainda desconhecido. Aqui a lensioaclividade deslta
substancia, -ndo deve ser a causa primordial da differencia¢do, por isso
(que sua propriedade descoranle ¢ direclamenle proporcional a concen-
tracdo. E certo que em solucdo aquosa o acido picrico apresenla uma
lorle dissociacio, a qual lhe confere uma acidez capaz de decompor
carbonalos: assim sendo, ¢ provavel que esta acidez delermine a dif-
[erenciaciio, sendo conhecida a aclividade descoranle das solugdes acidas.
Solucdes de acido chlorhydrico ja foram empregadas por alguns auto-
res como Dobell (1914), Cunha e Muniz (1930).

Menos provavel ¢ que desle modo se passe a dilferenciagdo com
a soluciio forlemenle alcoolica; ahi processos oulros parecem se affecluar,
em virtude da fraca dissociacio do acido picrico em alcool a 935 9%. A
idéa de que nesle caso predominam processos de subsliluicdo, nao se-
sia, pelo menos a primeira vista, despresivel. Iksta hypothese € corro-
borada pelo faclo de ser o acido picrico, como um phenol, capaz de
formar lacas com os saes ferricos. Ainda um outro facto que falla em
favor de tal hypothese. é o da propriedade descoranle de outros phenoes
~como o resorcinol e o pyrogallol.

O methodo que apresenlamos se effectua do seguinte modo:

A)  Fixacdo: — Este methodo ja foi applicado apos os seguintes fixa-
dores: Sublimado-alcool de Schaudinn, sublimado-alcool segundo a
modificacio de Wenrich, sublimado — acido acelico, Zenker, Zenker-
Helly e picroformol de Bouin. Desles salientou-se o de Bouin, pelos
seus effeilos beneficos sobre a coloracao.

B) Apoés lavagem indicada para o fixador, o malerial ¢ posto no mor-

dente. |
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(., Collocar duranle 1 hora o malerial numa solucdo de alumem de
ferro a 0.5 90 no aleool a 7004 Fsla solucdo, que deve ser con-
feccionada no momenlo do emprego. prepara-se do seguinle modo:
Dissolve-se 0.5 gr. de alume de ferro em 30 ece. de agua dislil-
lada, ¢ junta-se, agilando. 70 ce. de alcool absoluto. Por vezes. a
solucdo apresenla no momenlo e que esla sendo preparada. um
aspecto opalescenle que logo desapparece com a perfeita mistura dos
dois  liquidos. E inulil salienlar a absolula necessidade da pureza
do alume, que deve se apresenlar em crvslaes grandes ¢ violetas.
I'sta solucao enlrelanlo ndo se conserva.

1)) Corar, duranle uma hora na seguinle solucio:

Hemaleina em solucdo a 106 no alcool a 700, 2 parles

Solu¢do reguladora com pH 7.6 1 parte
Usamos a hemaleina fornecida por Merck ou pelo Dr. Hollborn.

A respeito da solucio reguladora, ja informamos no decorrer do
rabalho; deve ser ella preparada no momento do emprego. o que
acillmenle se leva a cabo. junlando golla a golla a solucao N/1 de
acido chlorhydrico sobre a de phosphalo di-sodico conlida num lubo
de ensaio. A solucio de hemaleina conserva-se indefinidamente.

Em virtude dos faclos relalivos 4 influencia do pH., acima men-
cionados. lencionavamos preconisar a coloracdo em duas zonas dif-
lerentes da escala de pH, conforime se desejasse uma coloracio das
estructuras periphericas ou prolfundas do malterial. O (rabalho com
o ph 7.6 nos convenceu da desnecessidade de lal complicacio, por
ISSO (ue esla concenlracdo ionica J& nos permille obler uma boa
coloracdo de ambas eslruclturas. Uma excepcao deve ser leila. na
coloracdo das formas cysticas dos prolozoarios. que deve ser rea-
lisada com pH=7. De qualquer modo. conhecedor do sentido desla
influencia, poderda o lechnico escolher o pH (que mais lhe convier.

X} Apos a coloracdo, lavar o preparado na agua da bica. ¢ differen-
ciar numa soluc¢éio salurada de acido picrico no alcool a 95 oo, di-
luida em 1 ou 2 volumes de aleool a 95 09, de accordo com o ma-
lerial. Usamos a soluc¢do diluida na proporcio de 1:1. quando lra-
balhamos com ciliados ou oulros organismos de maior lalhe. A
diluicdo de 1:2. n6s a empregamos nos flagellados, rhizopodes e
oulros organismos menores. Para os corles, nos quaes o methodo
da o mesmo resultado. a diluicio é de 1:2 Insistimos na pureza
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do acido picrico para oblencido de bons resultados: usamos o acido
picrico «puro > ou purissimo de Merck. L.ogo apds o contaclo com
o differenciador, o preparado comeca a desprender corante: para
controlar a differenciacio, relira-se o preparado do differenciador
e 1mmerge-se em agua da bica. onde elle reloma rapidamente a
cor azul-negra. dSe a differenciacdo desejada ainda ndo foi attin-
gida, leva-se novamenle o preparado ao differenciador, apos se ter
inclinado a lamina ou laminula sobre um papel de fillro para li-
vral-a o mais possivel da agua.

Apos a differenciacdo, lavar cuidadosamenie o Hreparado n'agua cor-
renle, para eliminar o acido picrico: essa | vagem pode ser de
alguns minutos apenas, pois o acido picrico se desprende com re-
laliva facilidade.

Deshydralar, clarear no xylol e montar no balsamo do Canada. Como
clarificador, pode tambem ser usado o terpineol, alcool benzylico
ou mesmo a essencia de madeira de cedro: nesla porém. os pre-
parados nao deverdao permanecer por muitos dias. sendo necessario
laval-os com xylol. Referimos esses faclos, porque o uso destas es-
sencias ¢ extremamente commodo.

O methodo que acabamos de apresentar. supera o methodo origi-
nal de Heidenhain na rapidez e na pureza de coloracao, possuindo
a mesma susceplibilidade de applica¢do. O faclo foi comprovado
em organismos uni- ou pluricellulares, vegetaes ou animaes. Ex-
cepciao deve ser feita para os componenles cellulares de natureza
lipoide, para os quaes a efficiencia do methodo somenle podera
ser reslabelecida apos numerosas verifica¢des, dada a helerogeneidade
do comportamento de taes componentes.

E além do mais um methodo cujo determinismo é sufficientemente
bem estabelecido para permillir ao lechnico o conhecimento da causa
de qualquer discrepancia nos resullados, e consequentemente, pre-
venil-as.
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