Reaccdo nuclear de Seulgen nos espiroche:
' tas e nas bacterias

Pelos Drs. ARISTIDES MARQUES DA CUNHA e JULIO MUNIZ.
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Em continuacdio 4s experiencias que vinhamos effectuando a respeito
da reaccao de FEULGEN nos protozoarios, resolvemos verificar como ella
se comportava em relacdo aos espirochetas. i

Empregamos para esse fim os 7reponema duttoni e T. kzspamcmu
mantidos por passagem em camondongo na Sec¢io de Protozoologia do
Instituto Oswaldo Cruz. O sangue do animal altamente infectado, dlsten-
dido em laminulas, era fixado, ora pelo sublimado:alcool, ora pelos vapo-
res de acido osmico. A hydrolyse era effeciuada em solugao normal de
acido chlorhydrico a 60c durante 4 minutos, apds passagem em agua dls-
lillada pelo tempo de um minuto. Depois, as laminulas eram lavadas e con-
servadas durante duas horas no reaciivo de FEULGEN.

Ao exame microscopico, 0s espirochetas nao se mostravam corados,
apezar da reaccio ter se processado conforme era facil de verificar pela
coloracao dos nucleos dos leucocytos. |

O modo de se comportar dos espirochetas os approxima ao das bacte-
rias e por esse motivo fomos levados a estudar com mais detalhe a reac-
cao em representantes desse ultimo grupo.

FEULGEN e ROSSENBECK estudando a reaccio em diversos repre-
senfantes das series animal e vegetal chegaram 4 conclusio que o nucleo
dos trypanosomas, os levedos e as baclerias nao se mostravam corados por
esse methodo. Concluiram entdo que os séres inferiores possuiam chroma-
tina diversa da encontrada no nucleo de outros organismos, isto € chro-
matina essa em cuja composicao ndo entrava o acido thymo-nucleinico e

- sim um outro acido da mesma natureza (Hefenucleinsdure).

Para os trypanosomas e outros flagellados do mesmo grupo, BRES‘Q-
LAU e SCREMIN demonstraram que, ao contrario do que pensavam FEUL-
GEN e ROSSENBECK o nucleo e o blepharoplasto se coravam pela
reaccao nuclear. Esse resultado foi confirmado por VOIT, REICHENOW,
JIROWECK e por nés mesmos. JIROWECK conseguiu tambem corar um
granulo no interior dos levedos, demonstrando assim que esses séres vivos
possuem acido thymo-nucleinico na composicao da sua chromatina.

Quanto as bacterias, VOIT que estudou com detalhe a questao, diz
que consideradas isoladamente ellas nao se mostram coradas, mas nas par-
tes espessas dos esiregacos, onde ha superposicao de bacterias, observa-se
nitida coloracao violacea. Essa coloracdo nao se apresenta com a mesma
intensidade nos preparados que ndo soffreram hydrolyse.

VOIT interpreta esse facto considerando que as bacterias possuemn
como o0s demais seres vivos o acido thymo-nucleinico como parte consti-
tuinte da sua chromatina, a qual em pequena quantidade se encontra dis-
seminada por todo o corpo da bacteria. Esse autor acha ser esse o motivo
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pelo qual a bacteria se cora uniformemente e ¢om uma intensidade tio
pequena que nao se torna apreciavel quando se considera um individuo
isoladamente. Nas partes da preparacio em que existe superposi¢io dos
corpos bacterianos essa coloracdo se mostra entao evidente.

Ja tinhamos observado quando estuddmos o modo de se comportar
do nucleo e do apparelho parabasal de alguns protozoarios para com a
reaccao de FEULGEN, que as bacterias existentes no material que serviu
para os nossos estudos, nao se cordavam. Resolvemos entio ensaiar a reac¢ao
em preparados feitos com cultura pura de algumas bacterias. A primeira que
serviu para os nossos estudos foi o Bacillus anthracis. Empregamos como
fixador vapores de acido osmico, fixando os preparados a humido. A colo-
racdo foi feita de accordo com a technica acima descripta. Ao contrario do
que era de esperar, observamos nitidamente no interior dos baciilos granu-
los corados em violeta intenso. Empregamos fambem como fixador o al-
cool absoluto, permanecendo entdo os preperados 48 horas nesse fixador
afim de excluir a hypothese de serem esses granulos constitmdos de plas-
mal e obtivemos resultados identicos aos ja assignalados. Esses resultados
foram obtidos com culturas recentes de 16 a 18 horas, em agar inclinado,
empregando para sementeira cultura antiga na qual sé existiam formas
esporuladas. De outra maneira niao se obtem os mesmos resultados, obser-
vando-se entdo, algumas vezes, raros elementos apresentando granulacoes.
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Nestes casos verifica-se nitidamente o facto observado por VOIT, isto é
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coloracdo violeta das partes da preparacao onde ha superposicio de cor-
pos bacterianos.

As granulacdes acima referidas apresentam-se as vezes isoladas na
parte media do corpo do bacillo. De regra observam-se¢ em cada bacteria
duas granula¢des dispostas em diplococcus, cujos elementos podem se
apresentar mais ou menos afastados um do outro. Um outro aspecto que
tambem pode ser observado € ode bastonete. Os esporos, quando existem,
apresentam-se hyalinos, refrigentes e destituidos de qualquer coloracio.

As granulacoes que observamos e descrevemos no presente trabalho
se assemelham as que PARK, WILLIAMS e KRUMWIEDE observaram na
mesma bacteria, corando-se em vermelho pelo methodo de GIEMSA e por
elles consideradas como constituidas de chromatina.

Do que verificamos pode-se concluir que o Bacillus anthracis em
cérta phase de sua evolucdo, apresenta chromatina condensada sob a for-
ma de granulos ou bastonetes, chromatina essa em cuja composu;ﬁo entra
o acido thymo-nucleinico.
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Fig. 2

Fig. 1—Microphotographia de um preparado de Bacitlus anthracis corado |:Eio metho-
do de FEULGEN. Os granulos de chromatina apresentam-se em escuro € os €sporos como es-
pacos claros arredondados

Fig. 2 Microphotographia apresentando aspecto analogo ao da figura 1, nao mostrando,
POréni, 0S esporos.

Fig. 3 -Desenho de alguns aspectos do Bacillus anthracis corados pelo methodo de
FEULGEN, mostrando granulagcoes no interior. )

Fig. 1--Microphotographie d’une préparation de Bacillus anthracis colorée par la mé-
thode de FEULGEN. Les granules de chromatine se présentent en couleur foncée, et les spores
comme espaces clairs arrondis.

Fig. 2—Microphotographie présentant un aspect analogue a celui de la figure 1,
moins, cependant, les spores.

Fig. 3—Croquis de quelques aspects -du  Bacillus anthracis colorés par la méthode de
FEULGEN, montrant des granulations dans 'intérieur,
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