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ESTUDO CITOQUIMICO DO COMPLEXO DE GOLGI
EM FIBROBLASTOS DO TECIDO CONJUNTIVO DE RATO

Fausto MARCHI*

RESUMO: Foi realizado o estudo citoquimico ao nivel de microscopia eletr6nica, em fibroblastos do tecido
confuntivo de rato, apds a impregnacao prolongada com tetréxido de ésmio e pela detec¢do da enzima tiaminopi-
rofosfatase. Os dois sdculos da face cis da pilha do Golgi, com as suas porgées centrais achatadas e as porgoes
periféricas dilatadas ficaram impregnados pelo tetréxido de ésmio, enquanto o produto de rea¢do para detecgdo
da enzima TPPase foi observado nos sdculos da regido trans. Tais resultados comprovam a nftida compartimen-
talizagdo do complexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato.
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INTRODUGAO

O complexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato mostra-se consti-
tuido por pilhas de séaculos achatados e que mostram as suas extremidades dilatadas.
MARCH! & LEBLOND®? através de estudos ultra-estrutural e radioautografico, caracteri-
zaram as face cis e trans da pilha de saculos do complexo de Golgi, mostrando que as
dilatacdes esféricas com um contéudo de finos filamentos enovelados estao associadas
com os 12 e 22 siculos da pilha (face cis). Por outro lado, as distensées cilindricas ou re-
tangulares mostrando no interior feixes de filamentos dispostos em paralelo estao rela-
cionadas com os 32, 4° e 52 saculos da piltha (face trans). Na interface entre o reticulo en-
doplasmatico granular e a face cis do complexo de Golgi sdo vistas inimeras vesiculas
e tubulos intermediarios responséaveis pelo transporte dos precursores de coldgeno entre
um compartimento e outro®. Nas proximidades da face trans da pilha de saculos sao ob-
servados os granulos de secre¢ao imaturos e maturos.

O objetivo deste trabatho é uma posterior andlise da compartimentalizagdo do com-
plexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato, utilizando os métodos cléssi-
cos da impregnagao prolongada pelo tetréxido de dsmio® e pela deteccéo da enzima tia-
minopirofosfatase'®.

MATERIAL E METODOS

a. Impregnacéo pelo tetréxido de ésmio

Foram usados ratos albinos, da linhagem Sherman, com 3 dias de idade. Apds perfu-
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s&o sequencial de solugdo de lactato de Ringer (1/2min) e glutaraldeido a 2,5% (em tam-
péo cacodilato de sédio 0,1M e contendo 4% de sucrose e 0,025% de cloreto de célcio, pH
7.4) por 5 minutos, as eminéncias plantares foram recortadas em pequenas pegas e imer-
sas em tetroxido de ésmio aquoso a 2%, nao tamponado {pH 6,2-6,8). Os frascos pre-
viamente envoltos com folha de papel aluminio, foram colocados em estufa a 40°C, por
40 horas °. Nos tempos iniciais, foram feitas trocas da solugio de tetréxido de ésmlo a
cada mtervalo de 2 horas, até ser observada a auséncia de um precipitado escuro na solu-
¢ao de tetréxido de dsmio removida dos frascos. Apds o pericdo em estufa, as pegas fo-
ram desidratadas em &lcoois e 6xido de propileno, infiltradas e incluidas em Epon. Cortes
ultrafinos com 60-80 wm foram obtidos com navalha de diamante e, foram examinados
ao microscépio eletrénico Philips EM-301, do IBBMA, do Campus de Botucatu (UNESP),
sem empregar-se qualquer tipo de contracoloracéo.

b. Detecgéo da enzima tiaminopirofosfatase (TPPase)

A perfuséo de ratos com 3 dias de idade foi idéntica & da “Impregnacgdo pelo tetréxido
de 6smio’’. Procedeu-se, em seguida, ao recorte das eminéncias plantares em fatias com
aproximadamente 1 x 1 x 2 mm e que foram colocadas no mesmo tipo de fixador usado
na perfusdo, por 1 hora a 4°C. As pegas, mantidas no refrigerador, foram lavadas por
um periodo de 12 horas com trocas frequentes de tampao cacodilato de sédio 0,1M,
contendo sucrose a 4%.

Apés a lavagem, as pecas fixadas foram colocadas sobre um disco pléastico, previa-
mente resfriado em geladeira e recoberto com papel de filtro; uma solugdo de agar a 7%,
a temperatura de 47°C, foi despejada sobre as pegas, € o disco foi imediatamente recolo-
cado na geladeira onde foi mantido por 15 minutos para permitir que o agar se solidifi-
casse. O excesso de agar foi recortado e foram obtidos cortes de 75 1Um de espessura em
um micrétomo Smith-Farquhar TC-2 (Du Pont Instruments, Sorval Operations, New-
town, CT, U.S.A.). Estes foram lavados vérias vezes em tampéo Tris-maleato 0,1M con-
tendo sucrose a 4%, pH 7,2. A atividade da enzima tiaminopirofosfatase foi demonstrada
pela incubagdo em um meio com pirofosfato de tiamina (Sigma Co., St. Louis, MO,
U.S.A.) como substrato, pH 7,2, segundo NOVIKOFF & GOLDFISCHER 10 Apés 60 mi-
nutos de incubagdo, os cortes foram lavados vérias vezes com o mesmo tipo de tampao
da incubagdo e, em seguida, lavados em vérias trocas de tampé&o cacodilato de sédio a
0,1M contendo sucrose a 4%.

Cortes incubados simultaneamente em um meio livre de substrato serviram como
controle.

Em sequida, os cortes foram pés-fixados por 1 hora, a 4°C, em uma mistura de partes
iguais de tetréxido de 6sm|o aquoso a 2% e ferrocianeto de potassio a 3%, de acordo com
o método de Karnovsky 7. O material foi desidratado e incluido em Epon. Cortes ultrafi-
nos foram examinados ao microscépio eletrénico Philips EM-301, do IBBMA, do Campus
de Botucatu (UNESP), sem prévia contracoloracéo.

RESULTADOS
a. Impregnacgdo pelo tetréxido de &smio

Nos fibroblastos do tecido conjuntivo, a impregnagdo dsmica ocorreu na face cis da
pilha de sé&culos do complexo de Golgi (Fig. 1). A reacdo foi'intensa no primeiro saculo
e irregular e mais fraca no segundo saculo. Nestas estruturas as regides achatadas mos-
traram uma reag¢ado mais forte do que em suas dilatagdes periféricas. Algumas vesiculas e
tdbulos intermediérios presentes na interface entre o reticulo endoplasmaético granular e
a face cis do complexo de Golgi, apresentaram-se fortemente impregnados pelo tetrdxi-
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do de 6smio (Fig. 1). Ocasionalmente, as distensdes esféricas relacionadas com 12 e 2¢
saculos mostraram uma fraca reagdo, ou se apresentaram livres da mesma. Os saculos da
face trans do complexo de Golgi assim como as suas distensdes cilindricas mostraram-se
néo reativos.

As outras organelas citoplasmaticas foram negativas & impregnagdo ésmica, com ex-
ce¢do dos corpos multivesiculares, que exibiram uma reacdo positiva sobre algumas de
suas vesiculas (Fig. 1).

b. Detecgao da enzima tiaminopirofosfatase

O produto de reagao foi um achado constante sobre as estruturas da face trans da pi-
Iha de saculos do complexo de Golgi (Fig. 2). A reagdo era forte no segmento achatado
do saculo ndmero 4, assim como em algumas de suas dilatagbes cilindricas periféricas. A
reacdo enzimética, por outro lado, era irregular e menos intensa sobre o terceiro e o Uli-
timo século (52) da face trans da pilha do Golgi (Fig. 2). As demais organelas citoplasmé-
ticas estiveram livres do produto de reagdo da enzima tiaminopirofosfatase.

Os espécimens controles nao mostraram reacéo citoquimica detectével.

DISCUSSAO

Para o estudo citoquimico foram usados ratos com 3 dias de idade, e as reagées em-
pregadas s3o consideradas classicas para a distingdo das faces cis e trans da pilha de sé-
culos do Golgi em eucariontes™®. Os resultados do método da impregnagéo pelo tetréxi-
do de ésmio evidenciaram os saculos da face cis do Golgi, assim como alguns dos ele-
mentos intermedidrios, tal como o descrito por FRIEND & MURRAY 5; FRIEND * e PA-
VELKA & ELLINGER ", A similitude de resultados nestes 2 compartimentos & indicativa
de uma suposta associagdo morfoldgica e funcional entre ambos. A reatividade positiva
em algumas vesiculas no interior dos corpos multivesiculares estd de acordo com os re-
sultados de FRIEND *. Todavia, até o momento, o significado funcional das localizagbes
especificas dos produtos da impregnacao prolongada pelo tetréxido de smio, permane-
ce em grande parte especulativo 314,

O produto da reagdo da enzima tiaminopirofosfatase estava localizado na face trans da
pilha de saculos do Golgi o que concorda com os resultados de NOVIKOFF & GOLDFIS-
CHER "%, BROADWELL & OLIVER 2 ¢ TANG et ali'*®, Trabalhos recentes admitem que
esta enzima atue, tal como a uridina difosfatase, no processo de glicosilacido terminal de
macromoléculas 12 g, portanto, os presentes resultados seriam sugestivos dos provaveis
locais de incorporagao de radicais glicidios terminais as moléculas de procolageno.

Em sintese, os resultados citoquimicos proporcionaram informacgées adicionais sobre
a existéncia de especializagdes entre os componentes das faces cis e trans da pilha de s4-
culos do complexo de Golgi, em fibroblastos do tecido conjuntivo.
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FIG. 1

FIG. 2.
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. Fotografia ao microscépio eletrdnico de fibroblasto de rato apés a impregnagdo pelo tetrd-

xido de 6smio (0sO,). A deposi¢do do precipitado negro de ésmio metélico é evidente so-
bre os dois primeiros sdculos da face cis das pilhas do complexo de Golgi, tanto sobre suas
partes achatadas e fenestradas, como sobre as suas distensoes esféricas (SD). Pequenas ve-
sfculas localizadas préximas & face cis do Golgi estao impregnadas pelo depdsito metélico.
Os siculos da face trans do complexo de Golgi, incluindo as suas distensdes cilindricas
(CD), estdo livres de reagdo. As vesiculas no interior dos corpos multivesiculares (mvb) po-
dem ou ndo mostrar uma reagdo positiva. Sem coloragdo. Aumento de 40.000x.

Fotografia ao microscépio eletronico de fibroblasto de rato apés a reagdo citoquimica para
deteccdo da enzima TPPase. O depdsito negro estd restrito aos saculos da face trans do
complexo de Golgi, particularmente naquele de nimero 4, no sentido cis-trans da pitha. O
produto da reagdo é bastante concentrado nas por¢des achatadas do siculo e ocasional-
mente, em grumos sobre as distensGes cilindricas. Na face cis as porgdes achatadas dos sé-
culos assim como as suas distensdes (SD), e também os elementos intermedidrios nédo se
mostram reativos. Sem coloragdo. Aumento 40.000x.
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MARCHI, F. - Cytochemical study of the Golgi complex compartimentalization on fibroblastos of the
rat foot pad. Rev. Odont. UNESP, Sdo Paulo, 15/16: 83-89,1986/87.

ABSTRACT: The Golgi complex of fibroblasts from the rat foot pad was characterized using cytochemical
methods. After prolongued impregnation with osmium tetroxide black deposits were seen over the two first saccu-
les (cis face) of the stack, including their straight and dilated portions. TPPase reaction products were seen mainly
over the straight portion of the 4 th saccule (trans face). This study added further evidence of the compartimentali-
zation of the Golgi complex in collagen-producing fibroblast.

KEY-WORDS: Cytochemical study; Golgi complex; fibroblast.
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