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ESTUDO CITOQuíMICO DO COMPLEXO DE GOLGI
EM FIBROBLASTOS DO TECIDQ CONJUNTIVO DE RATO

Fausto MARCHI*

RESUMO: Foi realizado o estudo citoqufmico ao nfvel de microscopia eletrónica, em fibroblastos do tecido
conjuntivo de rato, após a impregnação prolongada com tetróxido de ósmio e pela detecção da enzima tiaminopi­
rofosfatase. Os dois sáculos da face cis da pilha do Golgi, com as suas porções centrais achatadas e as porções
periféricas dilatadas ficaram impregnados pelo tetróxido de ósmio, enquanto o produto de reação para detecção
da enzima TPPase foi observado nos sáculos da região trans. Tais resultados comprovam a nftida compartimen­
talização do complexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato.
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INTRODUÇÃO

O complexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato mostra-se consti­
tuído por pilhas de sáculos achatados e que mostram as suas extremidades dilatadas.
MARCHI & LEBLOND8 ,9 através de estudos ultra-estrutural e radioautográfico, caracteri­
zaram as face cis e trans da pilha de sáculos do complexo de Golgi, mostrando que as
dilatações esféricas com um contéudo de finos filamentos enovelados estão associadas
com os 12 e 22 sáculos da pilha (face cis). Por outro lado, as distensões cilíndricas ou re­
tangulares mostrando no interior feixes de filamentos dispostos em paralelo estão rela­
cionadas com os 32, 42 e 52 sâculos da pilha (face trans). Na interface entre o retículo en­
doplasmático granular e a face cis do complexo de Golgi são vistas inúmeras vesículas
e túbulos intermediários responsáveis pelo transporte dos precursores de colágeno entre
um compartimento e outr09

• Nas proximidades da face trans da pilha de sáculos são ob­
servados os grânulos de secreção imaturos e maturos.

O objetivo deste trabalho é uma posterior análise da compartimentalização do com­
plexo de Golgi em fibroblastos do tecido conjuntivo de rato, utilizando os métodos c1âssi­
cos da impregnação prolongada pelo tetróxido de ósmi05 e pela detecção da enzima tia­
minopirofosfatase1o•

MATERIAL E MÉTODOS

a. Impregnação pelo tetróxido de ósmio

Foram usados ratos albinos, da linhagem Sherman, com 3 dias de idade. Após perfu-
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são seqüencial de solução de lactato de Ringer (1/2min) e glutaraldeído a 2,5% (em tam­
pão cacodilato de sódio 0,1 M e contendo 4% de sucrose e 0,025% de cloreto de cálcio, pH
7,4) por 5 minutos, as eminências planta'res foram recortadas em pequenas peças e imer­
sas em tetróxido de ósmio aquoso a 2%, não tamponado (pH 6,2-6,8). Os frascos, pre­
viamente envoltos com folha de papel alumínio, foram colocados em estufa a 400 C, por
40 horas 5. Nos tempos iniciais, foram feitas trocas da solução de tetróxido de ósmio, a
cada intervalo de 2 horas, até ser observada a ausência de um precipitado escuro na solu­
ção de tetróxido de ósmio removida dos frascos. Após o período em estufa, as peças fo­
ram desidratadas em álcoois e óxido de propileno, infiltradas e incluídas em Epon. Cortes
ultrafinos com 60-80 IJ.m foram obtidos com navalha de diamante e, foram examinados
ao microscópio eletrônico Philips EM-3Q1, do IBBMA, do Cam'pus de Botucatu (UNESP),
sem empregar-se qualquer tipo de contracoloração.

b. Detecção da enzima tiaminopirofosfatase (TPPase)

A perfusão de ratos com 3 dias de idade foi idêntica à da "Impregnação pelo tetróxido
de ósmio". Procedeu-se, em seguida, ao recorte das eminências plantares em fatias com
aproximadamente 1 x 1 x 2 mm, e que foram colocadas no mesmo tipo de fixador usado
na perfusão, por 1 hora a 4°c. As peças, mantidas no refrigerador, foram lavadas por
um período de 12 horas com trocas freqüentes de tampão cacodilato de sódio 0,1 M,
contendo sucrose a 4%.

Após a lavagem, as peças fixadas foram colocadas sobre um disco plástico, previa­
mente resfriado em geladeira e recoberto com papel de filtro; uma solução de ágar a 7%,
à temperatura de 47o.C, foi despejada sobre as peças, e o disco foi imediatamente recolo­
cado na geladeira onde foi mantido por 15 minutos para permitir que o ágar se solidifi­
casse. O excesso de ágar foi recortado e foram obtidos cortes de 7511 m de espessura em
um micrótomo Smith-Farquhar TC-2 (Du Pont Instruments, Sorval Operations, New­
town, CT, U.S.A.). Estes foram lavados várias vezes em tampão Tris-maleato 0,1 M con­
tendo sucrose a 4%, pH 7,2. A atividade da enzima tiaminopirofosfatase foi demonstrada
pela incubação em um meio Com pirofosfato de tiamina (Sigma Co., St. Louis, MO,
U.S.A.) como substrato, pH 7,2, segundo NOVIKOFF & GOLDFISCHER 10. Após 60 mi­
nutos de incubação, os cortes foram lavados várias vezes com o mesmo tipo de tampão
da incubação e, em seguida, lavados em várias trocas de tampão cacodilato de sódio a
0,1 M contendo sucrose a 4%.

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

Em sequida, os cortes foram pós-fixados por 1 hora, a 4o.C, em uma mistura de partes
iguais de tetróxido de ósmio aquoso a 2% e ferrocianeto de potássio a 3%, de acordo com
o método de Karnovsky 7. O material foi desidratado e incluído em Epon. Cortes ultrafi­
nos foram examinados ao microscópio eletrônico Philips EM-301, do IBBMA, do Campus
de Botucatu (UNESP), sem prévia contracoloração.

RESULTADOS

a. Impregnação pelo tetróxido de ásmio

Nos fibroblastos do tecido conjuntivo, a impregnação ósmica ocorreu na face cis da
pilha de sáculos do complexo de Golgi (Fig. 1). A reação foi intensa no primeiro sáculo
e irregular e mais fraca no segundo sáculo. Nestas estruturas as regiões achatadas mos­
traram uma reação mais forte do que em suas dilatações periféricas. Algumas vesículas e
túbulos intermediários presentes na interface entre o retículo endoplasmático granular e
a face eis do complexo de Golgi, apresentaram-se fortemente impregnados pelo tetróxi-
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do de ósmio (Fig. 1). Ocasionalmente, as distensões esféricas relacionadas com 19 e 29

sáculos mostraram uma fraca reação, ou se apresentaram livres da mesma. Os sáculos da
face trans do complexo de Golgi assim como as suas distensões cilíndricas mostraram-se
não reativos.

As outras organelas citoplasmáticas foram negativas à impregnação ósmica, com ex­
ceção dos corpos multivesiculares, que exibiram uma reação positiva sobre algumas de
suas vesículas (Fig. 1).

b. Detecção da enzima tiaminopirofosfatase

O produto de reação foi um achado constante sobre as estruturas da face trans da pi­
lha de sáculos do complexo de Golgi (Fig. 2). A reação era forte no segmento achatado
do sáculo número 4, assim como em algumas de suas dilatações cilíndricas periféricas. A
reação enzimática, por outro lado, era irregular e menos intensa sobre o terceiro e o úl­
timo sáculo (59) da face trans da pilha do Golgi (Fig. 2). As demais organelas citoplasmá­
ticas estiveram livres do produto de reação da enzima tiaminopirofosfatase.

Os espécimens controles não mostraram reação citoquímica detectável.

DISCUSSÃO

Para o estudo citoquímico foram usados ratos com 3 dias de idade, e as reações em­
pregadas são consideradas clássicas para a distinção das faces eis e trans da pilha de sá­
culos do Golgi em eucariontes3

,6. Os resultados do método da impregnação pelo tetróxi­
do de ósmio evidenciaram os sáculos da face eis do Golgi, assim como alguns dos ele­
mentos intermediários, tal como o descrito por FRIEND & MURRAY 5; FRIEND 4 e PA­
VELKA & ELLlNGER 11. A similitude de resultados nestes 2 compartimentos é indicativa
de uma suposta associação morfológica e funcional entre ambos. A reatividade positiva
em algumas vesículas no interior dos corpos multivesiculares está de acordo com os re­
sultados de FRIEND 4. Todavia, até o momento, o significado funcional das localizações
específicas dos produtos da impregnação prolongada pelo tetróxido de ósmio, permane­
ce em grande parte especulativo 3,14.

O produto da reação da enzima tiaminopirofosfatase estava localizado na face trans da
pilha de sáculos do Golgi o que concorda com os resultados de NOVIKOFF & GOLDFIS­
CHER 10; BROADWELL & OLIVER 2 e TANG etaliil13 • Trabalhos recentes admi,em que
esta enzima atue, tal como a uridina difosfatase, no processo de glicosilação terminal de
macrcimoléculas 1,12 e, portanto, os presentes resultados seriam sugestivos dos prováveis
locais de incorporação de radicais glicídios terminais às moléculas de procolágeno.

Em síntese, os resultados citoquímicos proporcionaram informações adicionais sobre
a existência de especializações entre os componentes das faces eis e trans da pilha de sá­
culos do complexo de Golgi, em fibroblastos do tecido conjuntivo.
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FIG. 1 • Fotografia ao microscópio eletrônico de fibroblasto de rato após a impregnação pelo tetró­
xido de ósmio (OS04)' A deposição do precipitado negro de ósmio metálico é evidente so­
bre os dois primeiros sáculos da face cis das pilhas do complexo de Golgi, tanto sobre suas
partes achatadas e fenestradas, como sobre as suas distensões esféricas (50). Pequenas ve­
sículas localizadas próximas à face eis do Golgi estão impregnadas pelo depósito metálico.
Os sáculos da face trans do complexo de Golgi, incluindo as suas distensões cilíndricas
(CD), estão livres de reação. As vesículas no interior dos corpos multivesiculares (mvb) po­
dem ou não mostrar uma reação positiva. Sem coloração. Aumento de 40.000x.

FIG. 2 Fotografia ao microscópio eletrônico de fibroblasto de rato após a reação citoquímica para
detecção da enzima TPPase. O depósito negro está restrito aos sáculos da face trans do
complexo de Golgi, particularmente naquele de número 4, no sentido cis-trans da pilha. O
produto da reação é bastante concentrado nas porções achatadas do sáculo e ocasional­
mente, em grumos sobre as distensões cilíndricas. Na face cis as porções achatadas dos sá­
culos assim como as suas distensões (50), e também os elementos intermediários não se
mostram reativos. Sem coloração. Aumento 40.000x.
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MARCHI, F. - Cytochemical study of the Golgi complex compartimentalization on fibroblastos of the
rat foot pado Rev. Odont. U NESP, São Paulo, 15/16: 83-89,1986/87.

ABSTRACT: The Go/gi comp/ex of fibrob/asts from the rat foot pad was characterized using cytochemica/
methods. After pr%ngued impregnation with osmium tetroxide b/ack deposits were seen over the two first saccu­
/es (cis face) of the stack, inc/uding their straight and dilated portions. TPPase reaction products were seen main/y
over the straight portion of the 4 th saccu/e (trans face). This study added further evidence of the compartimentali­

zation of the Go/gi comp/ex in col/agen-producing fibrob/ast.

KEY-WORDS: Cytochemica/ study; Go/gi comp/ex; fibrob/ast.
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