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Estudos sobre cromosomas de 

Marsupiais Brasileiros 

I. — OS CROMOSOMAS NA ESPERMATO- 

GeNESE DE DIDELPHYS AURITA (WIED). 

ANDRfi DREYFUS e JOAO ERNESTO DE SOUZA CAMPOS 

I — INTRODUQAO 

Os Marsupiais Brasileiros pareceram-nos objeto 

digno de interesse desde que; a) dentre os marsupiais 

nacionais so em especies do genero Didelphys foram 

feitos estudos citologicos relatives a formula cromo- 

somica, b) sao os Eutheria, no dizer de Kan Oguma 

e Sajiro Making (1) os unices Vertebrados no qual 

""the behaviour of sex-chromosomes is known with 

certainty during meioses". 

O estudo dos cromosomas dos Didelphidae ja tern 

sido feito em varias especies do genero Didelphys. 

Assim podemos citar os trabalhos de Jordan (2), 

Hill (3), Hartmann (4), Painter (5 e 6), Hoy 

e George (7) e Saez (8 e 9). 

As especies estudadas foram D. paraguayensis 

por Saez, D. aurita por Hill e D. virginiana pelos 

demais autores. 
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Resolvemos iniciar nosso trabalho pelos cromo- 

sonias dos Didelphidae, Acreditamos que este estudo, 

alem de seu interesse citologico e genetico, podera ta!- 

vez contribuir para esclarecer a sistematica zoologica, 

tao complexa, dos marsupials. 

A presente nota expoe nossos primeiros resulta- 

dos no testiculo de D. aurita, vulgarmente gamba, ra- 

posa, jupati ou sarigueia. Iniciamos nosso trabalho- 

por esta especie, nao so por ser muito comum em Sao 

Paulo, mas ainda por ter Hill, unico autor que se 

ocupou de D. aurita so acidentalmente, em trabalho 

embriologico, tratado dos cromosomas desta especie 

zoologica. Alem disso as determinagoes de Hill 

foram feitas sem o rigor com que habitualmente se 

fazem as contagens de cromosomas. 

11 — MATERIAL E TECNICA 
* 

Foram utilizados dois exemplares do sexo mas- 

culino de D. aurita fornecidos pelo Instituto Butantan,. 

ao qual somos muito gratos e classificados no Depar- 

tamento de Zoologia da Faculdade por gentileza do 

Prof. Paulo Sawaya. Esses animais sacrificados em 

epocas diferentes, Janeiro e maio de 1939, foram anes- 

cesiados pelo cloroformio e ainda em vida retirados os 

testiculos e rapidamente cortados em pegas muito pe- 

quenas, que eram logo introduzidas nos liquidos fixa- 

dores. 

Foram utilizados os seguintes fixadores: 



I — Champy — Minouchi; 

II — Flemming — Heitz; 

III — Bouin — Allen; 

IV — Carothers; 

V — Gilson — Petrunkewitsch. 

O metodo I embora tenha sido seguido com todo o 

rigor da tecnica indicada por O. Minouchi (10) nao 

den bons resultados, muito possivelmente em virtude 

da grande pureza do acido osmico fabricado apos a 

grande guerra, fato assinalado por Winiwarter. (11) 

Sua preparagao obedeceu a seguinte tecnica: 

Sol. acido osmico a 2% — 4 cc. 

Sol. acido cromico a 1% — 8 cc. 

Sol. bicromato de potassio — 8 cc. 

Fixadas as pegas durante 24 boras, a seguir lava- 

das em agua corrente e depois deshidratadas, clareadas 

em oleo de cedro e dai levadas ao cloroformio, toluol, 

toluol-parafina e incluidas em parafina. 

Os nucleos das celulas, apos o uso deste metodo, 

coram-se fracamente. Para sanar essa dificuldade foi 

usado o seguinte tratamento: depois de clareados em 

agua oxigenada, foram os cortes introduzidos na se- 

guinte mistura (de Chura) por 24 boras: 

Acido acetico glacial... 50 partes 

Sol. aquosa saturada de 

ac. picrico  50 partes 
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Obtivemos resultados bastante satisfatorios com 

Flemming-Heitz qua, como se sabe, e o Flamming forte, 

sem acido acetico, aconselhado por Matthey (12). 

Sam duvida alguma os melhores fixadores foram os 

Til, IV a V dos quais destacamos o III para esperma- 

tocitos a o IV para espermatogonias a espermatocitos. 

Incluido o material em parafina com 5% de cera, 

foram feitos cortes seriados de 10 a 15 microns de 

espessura, segundo o metodo de coloragao, ja qua o 

Feulgen a os metodos com violeta sao compativeis com 

o emprego de cortes mais espessos. 

As coloragoes empregadas foram: 

A) Hematoxilina ferrica; 

B) Feulgen; 

C) Violeta de genciana. 

Deste ultimo corante usamos os metodos de 

Newton (13) e a modificaqao de Smith (13), bem 

como a seguinte variante do tecnico de nosso labora- 

torio Snr. Gualberto E. Nogueira: 

1.° — Lavar os cortes alguns segundos em agua dis- 

tilada. 

2.° — Corar pelo violeta de genciana 15'. 

3.° — Tratamento pelo liquido de Lugol lO*. 

4.° — Diferenciagao pelo alcool absolute. 

5.° — Completar a diferenciagao pelo oleo de cedro. 

6.° — Xilol. 

7.° — Fechar em balsamo. 



Este metodo ainda inedito mostrou-se mais re- 

gular em seus resultados do que os dois acima citados, 

fornecendo, alem disso, belissimas preparagoes. 

Ill — OBSERVAC6ES E DISCUSSAO 

A) Mitoses nas espermatogdnias — As mitoses 

das espermatogdnias dos Didelphidae foram estudadas 

por Jordan (2), Painter (5) e Saez (8 e 9). 

Jordan em espermatogdnias em divisao encontra 

17 cromosomas, ao passo que tanto Painter como 

Saez contam 22. Em seu trabalho de 1922, Painter 

explica claramente a causa do erro de Jordan (tecni- 

cas imperfeitas e superposigao de cromosomas). 

Nossos resultados em D. aurita estao de pleno 

acdrdo com os de Painter e Saez. As figs. 1 a 4 

mdstram placas equatoriais de espermatogdnias vistas 

de face. Vemos logo que ha sempre dois cromosomas 

menores situados no centro de um anel formado por 

cromosomas maidres. Neste anel os bastonetes mos- 

tram a extremidade externa mais grdssa do que a in- 

terna. Nas figs. 3 e 4 os dois cromosomas menores 

sao os unicos que se encontram no centro do anel. A 

presenga destes 2 cromosomas, os menores de todos, no 

centro do anel ja foi vista por Painter (5) que nao 

a considera como obrigatoria e por Saez (8 e 9). E' 

curioso notar que Hoy e George (7) em mitoses soma- 

ticas viram, por veses, mais dois cromosomas, tambem 

dos menores, nesta mesma situagao. Ora, nas nossas 



figs. 1 e 2 vemos muito bem, alem dos 2 cromosomas 

menores ja citados, mais um (fig. 2) ou dois (fig. 1) 

cromosomas, nem sempre dos menores, tambem 

ocupando o centro do anel. Este fato nos parece digno 

de registo por nao ter ainda sido descrito em esper- 

matogonias. 

Procurando ordenar, de acordo com sen tamanho, 

os cromosomas das espermatogonias, o que foi feito na 

fig. 5 proveniente dos pianos equatoriais das figs. 1 a 

4, vemos que existem 11 pares de cromosomas que for- 

mam uma serie quasi continua pelo seu tamanho. Hoy 

e George (7) e Saez (9) admitem haver no generc 

Didelphys tres pares de cromosomas grandes, dos quais 

geralmente um maior e oito pares de cromosomas pe- 

quenos, o que nao concorda muito com nossas figuras. 

O menor dos pares e constituido por dois elementos de 

tamanho desigual, o maior deles sendo o cromosoma X, 

o outro o cromosoma Y, sobre os quais voltaremos a 

falar. Os cromosomas teem forma de bastonetes, pelo 

menos os maiores e sua insergao e telomitica. 

A observagao cuidadosa dos pares mostra-nos que 

existem em alguns casos pequena diferenga de tama- 

nho entre os dois constituintes do par. A explicagao 

deste fato e simples: nem sempre todos os cromosomas 

se dispoem na metafase num mesmo piano. Basta que 

um cromosoma nao esteja rigorosamente paralelo aos 

demais, para que resulte disso uma aparente diminuigao 

de seu comprimento. 

B) Mitoses de maturacdo — No presente traba- 

Iho nao nos interessamos pela profase da l.a mitose de 



maturagao, assunto que pretendemos estudar ulterior- 

tnente. 
* 

Os espermatocitos de l.a ordem mostram, na me- 

tafase, 10 tetrades tipicas e um elemento formado por 

<luas pegas pequenas ligadas a uma terceira por um 

filamento. Trata-se do complexo XY (figs. 6 e 7). 

Como mostram claramente as figuras, o elemento X vai 

para uma das celulas filhas, o Y para outra. Assim, 

metade dos espermatocitos (os que recebem o cromo- 

soma X) serao fatores de femeas, a outra metade 

(contendo o cromosoma Y) de machos. 

A fig. 8 corresponde a ordenagao das tetrades 

segundo seu tamanho. Em 8a, correspondente a fig. 6, 

as tetrades sao alongadas, o que indica estarmos mais 

proximos de sua separagao em diades. 

A fig. 9 mostra com clareza uma anafase em que 

o par de cromosomas sexuais se apresenta atrazado em 

relagao aos autosomas. Nem sempre observamos isso. 

Na maioria das anafases os cromosomas sexuais sepa- 

ram-se sincronicamente com os autosomas [fig. 10 

(anafase) e 11 (telofase)]. Precessao, afirmada por 

Painter (5), nunca vimos. E' notavel (fig. 13) que 

mesmo na 2.tt mitose de maturagao um certo atrazo na 

.separagao dos cromosomas sexuais ainda pode ser ob- 

servada. 

Sao facilmente observaveis nos espermatocitos de 

l.a ordem, quando a coloragao e feita com hematoxilina 

ferrica, corpos cromatoides, fato ja assinalado por 

Painter (5), Segundo este autor haveria um em cada 

celula; nos, ao contrario, sempre os encontramos mais 
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numerosos. Vemo-Ios com clareza nas figs. 9, 10 e 11 

unicas onde os desenhamos. Estao geralmente situados 

fora do fuso. Sem querer entrar aqui na discussao tao 

complexa de sua origem e significaqao, desejamos ape- 

nas assinalar que nos foi possivel estabelecer com segu- 

ranqa, que sua natureza independe da da cromatina, 

pois o estudo das preparaqoes pelo metodo de Feulgen 

nunca mostra tais elementos. 

Quanto a segunda mitose (figs. 12 e 13) vemos 

nitidamente que ha dois tipos de espermatocitos de 2.a 

ordem. Em um deles (fig. 12) contam-se 11 cromoso- 

mas, dos quais um e formado por dois elementos muito 

menores do que os demais. Trata-se do cromosoma Y 

que vai ser distribuido as duas espermatides filhas. 

No segundo tipo (fig. 13) ha tambem 11 cromosomas 

(nem todos visiveis na nossa figura) mas um deles, 

tambem o menor (cromosoma X), e constituido por 

quatro elementos, dois dos quais vao para uma das 

espermatides, os outros dois para a outra. 

Sao frequentes, nos testiculos de gamba por nos 

observados, anomalias nas mitoses de maturaqao. As 

figs. 14 e 15 ilustram esta observaqao. A fig. 14 

corresponde a uma mitose tripolar em um espermato- 

cito de l.a ordem e a fig. 15 mostra um atrazo consi- 

deravel de 2 autosomas numa mitose de espermatocito 

de 2.a ordem. 

C) Os cromosomas sexuais em D. aurita $ — 

As observaqoes por nos feitas a proposito dos cro- 

mosomas nas espermatogonias e principalmente nos 



espermatocitos de D. aurita, conduzem-nos a conclusao, 

que esta inteiramente de acordo com os trabalhos de 

Painter (5) e Saez (8 e 9) segnndo os quais este 

animal pertence ao tipo X-Y. Ja nos referimos acima 

as criticas de Painter (5) ao trabalho de Jordan (1) 

que havia admitido ser o opossum masculino um animal 

de tipo X-O. A causa disso se deveria segundo Pain- 

ter (5) a defeitos na tecnica usada que o levaram a 

interpretar uma tetrade deslocada como o cromosoma 

X, que desta maneira nao teria parceiro. 

D) O numero de cromosomas nos "Didelphidae" 

— Concordam todos os trabalhos modernos em atri- 

buir, tanto a D. Paraguayensis [Saez (8 e 9)] como a 

D. virginiana [Painter (5), Hoy e George (7)], 22 

crombsomas como numero diploide. No presente tra- 

balho trouxemos uma confirmagao destes dados na es- 

pecie D. aurita. 

Trabalhos mais antigos haviam chegado, como ja 

dissemos, a resultados diferentes. 

E' assim que o primeiro autor que tratou do pro- 

blema, Jordan (1), encontrou 17 cromosomas nas es- 

permatogonias, 8 ou 9 nos espermatocitos de l.a or- 

dem; nos espermatocitos de 2.a ordem chegou a admitir 

4 ou 5 cromosomas, em consequencia de um fenomenc 

analogo ao descrito por Guyer (14) na galinha com 

o nome de "dupla redugao", fenomeno que seria como 

um segundo pareamento cromosomico. Painter (5) 

mostrou claramente que a suposta segunda redugao res- 

ponsavel pelos numeros 4 ou 5 nos espermatocitos de 
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2.a ordem, bem como os numeros 8 e 9 para os 

espermatocitos de l.a ordem ou 17 para as esperma- 

togonias, devem-se simplesmente a defeitos de tecnica 

conduzindo a fusao de cromosomas. Hill (3), o unico 

autor que trabalhou com D. aurita num estudo sobre o 

desenvolvimento precoce do ovo, so muito acidental- 

mente trata de cromosomas nos seguintes termos (a 

proposito dos ovos ainda nao segmentados) : u Adjacent 

to the first polar body, but to one side of it, is the 

second polar spindle with an equatorial group of chro- 

mosomes ( ? twelve in number in egg D.)". Muito em- 

bora nao tenhamos trabalhado com femeas, pensamos, 

baseados nos numeros observados pelos outros autores, 

que verificaram 22 como numero constante de cromo- 

somas nos dois sexos e em todas as especies de Didel- 

phys ja estudadas [Painter (5), Hoy e George (7). 

Saez (8 e 9)], que muito provavelmente a observaqao 

de Hill (2) nao pode ser aceita. Quanto a Hart- 

man n encontrou 12 para o numero haploide da femea 

de D. virginiana. Painter (5) estudou minuciosa- 

mente os preparados de Hartmann e poude mostrar 

que o numero 12 era devido a uma separaqao precoce 

da tetrade correspondente ao par de cromosomas X. 

fi assim, que nas figuras de Hartmann vemos 11 tetra- 

des quadripartidas e dois cromosomas formados apenas 

por dois elementos. A demonstraqao crucial foi dada 

por Painter que nos proprios preparados de Hart- 

mann encontrou um globulo polar com 11 cromosomas, 

todos formados por quatro elementos. A conclusao e 
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que, do proprio material de Hartmann, resulta o nu- 

mero 11 como caracteristico do numero haploide dos 

cromosomas de D. virginiana 5. 

IV — CONCLUS6ES 

Tendo resolvido estudar os cromosomas nos Mar- 

supials brasileiros iniciamos nosso trabalho por D. au- 

rita, vulgarmente gamba, raposa, jupati ou sarigueia, 

chegando as seguintes conclusoes: 

a) que o numero diploide de cromosomas e 22, 

concordando com os resultados obtidos por Painter 

(5), Hoy e George (7) e Saez (8 e 9) em outras 

especies do genero Didelphys; 

b) que na metafase da espermatogonia, os auto- 

somas for mam um anel em cujo centro se encontram 

os dois cromosomas sexuais, que sao os menores de 

todos; 

c) que algumas veses, alem dos cromosomas se- 

xuais, aparecem no centro do anel um ou dois auto- 

somas ; 

d) que D. aurita e um animal do tipo X-Y em 

relacao aos cromosomas sexuais, como o sao os ontros 

do mesmo genero ate agora estudados; 

c) que todos os autosomas sao mais ou menos 

cm forma de bastonete com insergao telomitica e em 

geral com a extremidade externa mais grossa que a 

interna; 
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f) que os cromosomas sexuais em numero de 

dois, sao: um cromosoma X, um pouco maior, consti- 

tuido, nos espermatocitos de l.a ordem por dois ele- 

mentos, e o outro, o cromosoma Y, menor e de forma 

arredondada; 

g) que algumas veses o complexo X-Y se atraza 

em relagao aos autosomas. E' digno de nota que um 

certo atrazo na separagao dos cromosomas X, tambem 

pode ser observado na segunda mitose de maturaqao; 

h) que ha duas especies de espermatocitos de 

2.a ordem, uns com o cromosoma Y constituido por 

duas pegas e outros com o cromosoma X formado por 

quatro elementos. As espermatides receberao respecti- 

vamente um ou dois desses pequenos elementos; 

i) que D. aurita, D. virginiana e D. paraguay- 

ensis sao citologicamente identicos pelo menos em re- 

lagao ao numero, as dimensSes relativas e tipo sexual 

dos cromosomas; 

j) que sao frequentes nos testiculos de D. aurita 

anomalias nas mitoses de maturagao, como mitoses tri- 

polares e atrazos de autosomas; 

k) que sao facilmente observaveis nos esperma- 

tocitos de l.a ordem corpos cromatoides em geral fora 

do fuso. O metodo de Feulgen mostra que esses cor- 

pos cromatoides nao devem ser da mesma natureza que 

a cromatina, pois nao ficam corados por esse processo. 



ABSTRACT 

The present work deals with the testis's chromo- 

somes of a very common Marsupial, Didelphys aurita, 

vulgary named "gamba", "jupati", "sarigueia',J or 

'4raposa". 

The results can be grouped in the following con- 

clusions : 

a) there are 22 chromosomes as diploid number, 

what is in accord with the results of Painter (5), 

Hoy & George (7) and Saez (8 and 9) in other species 

of genus Didelphys. This number was found by coun- 

ting chromosomes of the spermatogonia (fig. 1 — 4); 

b) in the metaphase of the spermatogonia the 

arrangement of the autosomes makes a sort of ring in 

the middle of which we can find two sex chromosomes, 

the smallest of all. (fig. 3, 4); 

c) sometimes, beside the sex-chromosomes, we 

can find in the middle of the ring one or two autoso- 

mes (fig. 1, 2); 

d) D. aurita is typical X-Y type for sex-chro- 

mosomes, just like other species of the same genus, 

which have been already studied; 

e) all the autosomes are more or less rod-shaped 

with telomitic insertion and generaly with outer end 

larger than the inner; 

f) from the two sex-chromosomes, the X-chro- 

mosome, somewhat bigger than other, is composed 
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in the first spermatocyte by two elements, while the 

Y-chromosome is constituted by one round-shaped 

element; 

g) sometimes the X-Y sexual-chromosome com- 

plex retards in regard to the autosomes (fig. 9) but 

this is not the rule (fig. 10, 11). It is to be noticed 

that a certain retard can be seen in the second matu- 

ration mitoses during X-chromosomes disjunction 

;fig. 13); 

h) there are two kinds of secondary spermato- 

cyte: one of them earring the Y-chromosome, (fig. 

12) which is composed of two small masses and the 

other earring the X-chromosome (fig. 13) made up 

of four elements. In either case the sex-chromosome 

divides equationally and we may find in the sperm- 

cells respectively one or two of these small bodies; 

i) D. aurita, D. virginiana, and D. par ag nay en- 

sis are cytologically similar at least what concerns num- 

ber, relative size and type of the chromosomes; 

j) anomalies in maturation mitoses are frequen- 

tly seen in testis of D. aurita as tripolar atypical mi- 

toses (fig. 14 — first spermatocyte) and retard of the 

autosomes (fig. 15 — secondary spermatocyte); 

k) "chromatoides bodies" can often be seen in 

the first spermatocyte, generaly out of the spindle 

(figs. 9, 10 e 11). Feulgen's method shows that this 

''chromatoides bodies" must not be of the same nature 

of chromatin, because they are not stained by such a 

process. 
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LEGENDA DAS FIGURAS 

Todas as figuras foram desenhadas pela assistente 

tecnica de nosso laboratorio Snra. Martha Breuer com 

o. auxilio da camara clara. Usou-se uma objetiva 

Zeiss apocromatica 120 x, a.n. 1,3, combinada com 

uma ocular compensadora Zeiss 15 x. O aumento 

pode ser julgado pela escala em microns. 

Fig. 1 — Fix. Carothers. Col. Hematox. ferrica. 
Placa equatorial de espermatogonia exibindo 22 cromosomas 
dos quais quatro centrais. Os dois menores sao os cromo- 
somas sexuais. 

Fig. 2 — Fix. Carothers. Col, Hematox. ferrica. 
Placa equatorial de espermatogonia mostrando em seu centro 
tres cromosomas. Os dois menores sao os cromosomas sexuais. 

Fig. 3 — Fix. Flemming — Heitz. Col. Feulgen. 
Placa equatorial de espermatogonia mostrando em seu centro 
os dois cromosomas sexuais. 
Notar que pelo metodo de Fulgen, os cromosomas se apre- 
sentam mais delgados. 

Fig. 4 _ Fix. Carothers. Col. Violeta, seg. G. E. Nogueira. 

Placa equatorial analoga a da fig. 3. 

Fig. 5 — Ordenagao dos cromosomas das figs. 1 a 5a, 4 a Sd, segundo 
seu tamanho. Ve-se com clareza a existencia de pares, dos 
quais o ultimo e constituido por elementos de tamanho 
desigual, o maior sendo o cromosoma X, o menor Y. 

Fig. 6 — Fix. Carothers. Col. Hematox. ferrica. 
Espermatocito de l.a ordem mostrando as 10 tetrades e o 
complexo X-Y. 

Fig, 7 — Fix. Bouin — Allen. Col. Hematox. ferrica. 
Espermatocito de l.a ordem, como acima. 
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Fig. 8 — Ordenagao dos cromosomas das figs. 6 e 7 segundo seu tamanho. 
As tetrades da fig. 6 (8a) sao mais alongadas do que as 
da fig. 7 (8b), o que se deve ao. fato de estarmos mais 
proximos da anafase, na fig. 6. 
O complexo X-Y e o menor e e constituido por duas peqas 
(X) presas por urn filamento a uma terceira (Y). 
Na fig. 8b, ha uma tetrade (a oitava) cujo contorno esta 
apenas delineado, pois como se deduz da fig. 7, esta tetrade 
so mostrava uma pequena parte correspondente a regiao 
representada na fig. 8b por uma linha continua. 

Fig, 9 — Fix. Bouin-Allen. Col. Hematox. ferrica. 
Telofase de espermatocito de l.a ordem. Vemos o complexo 
X-Y muito atrazado em relagao aos autosomas. Veem-se 
tambem diversos corpos cromatoides (cr.). 

Fig. 10 — Fix. Gilson-Petrunkewitsch. — Col. Hematox. ferrica. 
Anafase de espermatocito de l.a ordem mostrando tres corpos 
cromatoides (cr) situados fora do fuso. 

Fig. 11 — Fix. Carothers. — Col. Hematox. ferrica. 
Telofase de espermatocito de l.a ordem mostrando corpos 
cromatoides (cr) e uma placa fusorial (pi). 

Fig. 12 — Fix. Carothers. — Col. Hematox. ferrica. 
Espermatocito de 2.a ordem em mitose, 
Contam-se 10 diades e um par de cromosomas muito menor 
(Cromosoma Y). 

Fig. 13 — Fix. Carothers. — Col. Hematox. ferrica. 
Anafase de espermatocito de 2.a ordem. 
De cada lado ha 10 cromosomas (nem todos visiveis no 
corte) e um cromosoma menor, constituido de duas peque- 
nas pegas (cromosoma X). 
Notar o atrazo na separa^ao dos cromosomas X e sua uniao 
por um filamento. 

Fig. 14 — Fix. Carothers. — Col. Hematox. ferrica. 
Mitose tripolar num espermatocito de l-a ordem. 

Fig. 15 — Fix. Carothers. — Col. Hematox. ferrica. 
Espermatocito de 2.a ordem em anafase. Vemos 2 auto- 
somas estacionados no equador da celula. 
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Contribuigao para o Estudo da Origem 

e Natureza da Celula de Leydig. 

E. BARROZO DO AMARAL 

HIST6RICO E ESTADO ATUAL DA QUESTAO 

Em 1904, R. H. Whitehead micia sua monogra- 

fia sobre o desenvolvimento das celulas intersticiais do 

testiculo, surpreendido pelo pequeno ntimero de trabalhos 

de pesquiza sobre a histogenese desses elementos. 

Trinta e cinco anos depois, fica-se, ao contrario, 

admirado da quantidade de publicagoes a respeito e 

surpreendido de encontrar a questao ainda nao resol- 

vida de maneira definitiva. 

Esses elementos, cuja paternidade de descobrimen- 

to foi dada a Kolliker (Ancel & Bouin), sao cotihe- 

cidos tambem pelo nome de ucelulas do .intersticio" 

(Leydig), ^celulas diastemdticas" (Bouin & Ancel) 

ou "celulas de Leydig", e o seu conjunto pelo de "glan- 

dula da puberdade" (Steinach). 

Sao celulas poliedricas, relativamente volumosas 

nos mamiferos e que se apresentam, geralmente, com o 

aspecto epitelioide. Possuem, indiscutivelmente, os ca- 

racteres de celulas glandulares: condrioma abundante, 
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riqueza de enclaves e pigmentos e citoplasma frequente- 

mente alveolar. Apresentam em certos animals de a- 

tividade sexual periodica modificagoes estruturais ci- 

clicas, que demonstram de maneira cabal sua natureza 

glandular. Dispostas em cordoes ou conglomerados 

estao em relagao estreita com os vasos sanguineos 

e linfaticos dos espagbs "inter tubuli seminifera". 

Parece que sua presenqa e geral nos animals de todas 

as classes. Alguns autores, todavia, pretenderam ne- 

gar sua existencia em alguns animais, ate mesmo em 

mamiferos, fato que hoje esta demonstrado nao ser 

verdadeiro. Pesquizas citologicas honestas constata- 

ram que se encontram nos testiculos de todos os ma- 

miferos. 

Tais sao os elementos dos quais nos propomos a 

estudar a genese, e em torno da qual vamos encontrar 

na "literatura" interpretagoes as mais discordantes. 

Em 1850, Franz Leydig descreve-os pela primei- 

ra vez detalhadamente e verifica sua constancia nos tes- 

ticulos dos mamiferos, considerando-os como celulas 

do tecido conjuntivo. Esta maneira de ver e aceita 

por Kolliker. 

Letzerich, em 1868, atribue as celulas de Ley- 

dig uma origem e uma fungao nervosa; seriam celulas 

multipolares, dispostas sob a forma de ganglios entre 

os tubos seminiferos. 

Para La Valette Saint George_, 1871, sao ele- 

mentos enigmaticos "provavelmente de origem conjun- 

tiva". Nesta mesma epoca, von Ebner estuda-os de 

maneira mais detalhada. Seus trabalhos primitiva- 
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f 
mente no rato, mais tarde no coelho, cao, gato e ho- 

mem, descrevem a forma poligonal das celulas inter- 

sticiais, seu citoplasma carregado de pigmento e gor- 

dura e a constancia das suas relagoes com os vasos. 

Quanto a sua origem, admite serem de natureza con- 

juntiva. Boll em dois trabalhos sucessivos (1871- 

1876) chega a mesma interpretagao; no segundo tra- 

balho considera as celulas em aprego como elementos 

conjuntivos transformados, (apud Bouin e Ancel). 

Em 1872, Hofmeister retoma o estudo da ques- 

tao em diferentes mamiferos, o homem inclusive: "A- 

presentam um aspecto nitidamente conjuntivo em cer- 

tos aninmis e epitelial noutros" (sic). Nao tira conclu- 

soes definitivas sobre a origem. Parece-nos, todavia, 

convencido, sem afirmar, que se trata de elementos de 

natureza epitelial. 

Um ano mais tarde, Mihalcovics publica seu 

primeiro trabalho sobre o mesmo assunto. Termina 

acreditando serem celulas de origem conjuntiva. To- 

davia, em 1895, abandona esta maneira de ver: compa- 

ra os elementos intersticiais do testiculo aos do corpo 

amarelo do ovario, aos da glandula intercarotidiana e 

as celulas da placenta e admite que sua genese se de 

a custa de restos embrionarios dos cordoes sexuais. 

Henle, em 1874, retoma a opiniao de Letzerich, 

segundo a qual fariam parte (as celulas intersticiais) 

de um "aparelhamento nervoso terminal". 

Jacobson tambem e adepto desta opiniao^; tenta, 

por meio da tecnica de impregnagao pelo cloreto de ou- 
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ro, resolver definitivamente o problema, demonstrando 

a presenga de fibras nervosas. Porem, nada consegue. 

Waldeyer^ em 1875, na sua memoria de con junto 

sobre as celulas do tecido conjuntivo, estabelece o gru- 

po das celulas plasmaticas (Plasmazellen). "Sao 

grandes celulas esfericas, de citoplasma abundante, 

mantendo muitas vezes relagao intima com os vasos 

sanguineos. Constituem, assim, um tipo especial e 

sao denominadas "celulas perivasculares,^ Seriam 

esses os elementos encontrados "enchendo,, os espagos 

intertubulares do testiculo, por consequencia, elemen- 

tos nitidamente de origem mesenquimatosa, identicos 

aos encontrados no corpo amarelo do ovario e na de- 

cidua. 

Mais ou menos na mesma epoca aparecem duas 

memorias de Ehrlich. Observa o ilustre quimico a- 

lemao que entre os Plasmazellen de Waldeyer uns fi- 

xam com avidez o violete de Dhalia em solugao alcooli- 

ca, outros permanecem incolores ou tomam muito pou- 

co corante. As celulas intersticiais do testiculo entra- 

riam nesta ultima categoria, bem como as celulas do 

corpo amarelo do ovario, das capsulas suprarenais, 

(cortex?) e da placenta. Esses elementos mereceriam 

entao, o nome de "celulas granulosas", conservando- 

se o nome de "perivasculares" para aquelas que tomam 

violentamente o violete de Dhalia. Em conclusao, es- 

se autor opina que as celulas intersticiais do testiculo 

seriam celulas conjuntivas altamente diferenciadas. 

Os trabalhos de Ehrlich despertaram novamen- 

te a atengao de Jacobson, que resolve estudar atenta- 
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mente a morfologia e a fungao dos elementos intersti- 

ciais do testiculo. Termina este autor, admitindo, agora, 

serem elementos de fungao especial e de origem conjun- 

tiva. 

Tambem Tourneux insiste sobre a natureza con- 

juntiva destas celulas, apezar de afirmar que a sua ge- 

nese e identica a das do corpo amarelo, a das da cortex 

suprarenal e decidua serotina, (apud Bouin e Ancel). 

Ao contrario pensa Nussbaum^ 1880: "Sao ele- 

mentos provenientes dos cordoes do epitelio germina- 

tivo. Sao absolutamente distintos das celulas plas- 

maticas de Waldeyer, podendo encontrar-se simultanea- 

mente no testiculo uma ao lado da outra. Nao pos- 

suem as reagoes cromaticas dos Plasmazellen (violete 

Dhalia negative) ; sao de natureza nitidamente epite- 

lial". 

As opinioes de Reinke e de Lubarsch (1896) se 

opoem a de Nussbaum. Ambos imaginam para os ele- 

mentos em aprego uma origem conjuntiva. (Lubarsch, 

apud Whitehead). 

Estudo mais aprofundado sobre a morfologia e 

a genese da celula de Leydig foi realisado nesse tempo 

por Lenhossek. Tal pesquiza feita com material 

humano, constituiu o trabalho mais extenso ate entao 

publicado. Depois de uma descrigao exaustiva da for- 

ma e das relagoes da celula intersticial verifica a pre- 

senga dos cristaloides descritos por Leydig e Lu- 

barsch, bem como a riqueza de granulagoes amarelas. 

No que concerne a origem, o autor nao admite que 

provenha de elementos mesenquimatosos. "Sao restos 
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do testiculo embrionario, como admitem Stieda, 

Mihalcovics^ Bouin e Davidoff^. Apoia-se sobre 

os seguintes argumentos na demonstragao da sua hi- 

potese: a) as celulas intersticiais formam um arran- 

jo, que apresenta um aspecto epitelial; h) a presenqa 

de cristaloides, que nunca foi verificada em celulas 

conjuntivas; c) o aumento de seu numero, por mitose 

em testiculos patologicos, o que ja tinha sido verifica- 

do por Hansemann^ apud Whitehead. A mesma opi- 

niao e seguida por von Bardeleben, que acredita tra- 

tar-se de uma forma jovem (Jugendform) dos elemen- 

tos sertolianos, sem substancia fundamental intersti- 

cial, como e peculiar aos tecidos mesenquimatosos. 

Como as "celulas nutritivas", teem uma origem epite- 

lial e sao derivadas do epitelio germinativo. Quatro 

anos antes Minot afirmava essa mesma concepgao: 

"Sao remanescentes celulares dos cord5es sexuais nao 

aproveitados no tubo seminifero". 

J. Plato e contrario a essa hipotese. Faz suas 

observagoes em embrioes de gatos de sete semanas e 

afirma ter presenciado todas as etapas de transigao 

da celula conjuntiva tipica para a celula de Leydig. Es- 

sa opiniao e imediatamente refutada por Beissner 

(1898) que pretende demonstrar serem os grupos de ce- 

lulas intersticiais pedagos do epitelio germinativo ( cor- 

does medulares) que pararam a sua evolugao. 

Um ano mais tarde, vamos encontrar na nossa 

pesquiza bibliografica o trabalho de Claude Regaud. 

As principals verificagoes deste autor se encontram em 
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conjunto com um dos seus alunos L. Senat (tese de 

doutoramento). Nao tivemos oportunidade de ler es- 

sa tese. As conclusoes de Regaud no tratado de Re- ^ 

naut sobre a histogenese dos elementos diastematicos 

sao duvidosas: celulas conjuntivas (perivasculares) ou 

leucocitos ? 

Esta origem sanguinea vae ser mais tarde a con- 

clusao de Firket sobre a genese das celulas em estudo. 

Nessa ocasiao, entretanto, e vivamente^ combatido por 

Ganfini em duas monografias sucessivas (1902 e 

1903), bem como por Loisel (1902), (apud Bouin e 

Ancel). Ambos acreditam ser a celula diastematica 

de origem epitelial, opiniao que e tambem a de Bozzo- 

lo (1902), (apud Ganfini). 

Chega o observador ao ano de 1903, data marcan- 

te no estudo das celulas intersticiais do testiculo. 

A monografia classica de Bouin e Ancel sobre o 

testiculo dos mamiferos, onde pela primeira ves se fez 

luz sobre o significado funcional das celulas em apreqo, 

e de uma pobreza de palavras decepcionante para quern 

se interessa no assunto que nos propuzemos a estudar. 

Desse trabalho tiramos a maioria das referencias bi- 

bliograficas anteriores a 1900. Todavia, nada de no- 

vo se encontra, a respeito da histogenese das celulas 

de Leydig, nas conclusoes finals. Colocam-se comple- 

tamente alheios ao problema embriologico. No seu 

apanhado historico, percebe-se estarem ao lado daque- 

les que pensam ser em as celulas intersticiais de origem 

epitelial. 
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O mesmo nao acontece com Allen (B.M.) e 

Whitehead que neste mesmo ano (1904) trataram 

exaustivamente do assunto. O primeiro sobre a ge- 

nese do testiculo em geral, e, o segundo, sobre a das ce- 

lulas intersticiais em particular. Ambos admitem que 

a celula mesenquimatosa indiferenciada seja capaz de 

se transformar (em qualquer tempo, alias) em celula 

glandular do testiculo. Fazem questao de acentuar 

ser somente o mesenquima, que limita a eminencia ge- 

nital, capaz dessa transformagao. 

Todavia, a interpretagao dada por Whitehead a 

fig. 1, pag. 172 ("celulas conjuntivas anastomosadas"), 

nao satisfaz, pois as celulas glandulares vacuolisadas 

podem apresentar o mesmo aspecto. 

Bennet Allen^ apezar de ser da mesma opiniao, 

confessa que no estado jovem elas nao se distinguem 

das celulas que constituem os cordoes sexuais, a nao 

ser pela ausencia de membrana basal. 

Somente quern esta habituado ao estudo de mate- 

rial embrionario pode aquilatar a dificuldade de distin- 

qao tao sutil entre os elementos epiteliais e conjuntivos. 

Em 1906, Waldeyer escrevendo a parte referen- 

te aos orgaos genitais do tratado de embriologia de O. 

Hertwig, afirma mais uma ves a procedencia conjun- 

tiva dessas celulas, baseando-se, principalmente, em 

pesquizas sobre material humano. 

Infelizmente, nao nos foi possivel ler o trabalho 

de Saintmont (1905), uma das maiores autoridades 

no assunto. Segundo a sua opiniao, que conhecemos 



— 37 — 

por intermedio de v. Winiwarter, as celulas diastemati- 

cas sao de origem conjuntiva. 

Gianelli (1905) pesquizando o desenvolvimento 

do testiculo e do ovario de Lepus cuniculus. chega a 

conclusao de que as celulas intersticiais do testiculo 

proveem dos cordoes sexuais. "Sao restos dos corddes, 

pequenas celulas que se multiplicam por mitose e aca- 

bam por se localisar entre os canals seminlferos; ao la- 

do, podem-se encontrar celulas conjuntivas'^ Quanto 

ao ovario, esta de acordo com aqueles que atribuem 

uma origem conjuntiva aos elementos intersticiais. 

Da mesma opiniao e Rubaschkin. Este autor, em 

1912, estuda na cobaia os estados muito precoces da 

gonadogenese e descreve ao lado dos corddes sexuais, 

celulas "epitelioides particulares". Elas proviriam da 

mesma fonte dos cordoes sexuais, isto e, do epitelio ce- 

lomatico e se transformariam em celulas intersticiais. 

O aparecimento das celulas intersticiais seria, segundo 

Rubaschkin, muito precoce: contemporaneas das 

celulas dos cordoes (gonocitos e celulas de Sertoli). 

Esta concepgao sera mais tarde, o ponto de apoio 

das ideias de Felix e das experiencias de Vera Dan- 

TCHAKOFF e WlTSCHI. 

Em 1912, v. Winiwarter em continuaqao a uma 

serie de artigos iniciados em 1901, trabalhando em tes- 

ticulos de gato, verifica que os elementos de Leydig 

sao simples transformagao do mesenquima do estroma 

da gonada. E' um dos autores mais peremptorios nas 

suas afirmativas. 
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Essa conclusao e aceita pelos AA. americanos 

Firket e Swift, em memorias publicadas em 1914 e 

1916 sucessivamente. 

Entretanto, em 1914 vamos encontrar na Alema- 

nha opiniao diametralmente oposta: e a de Kohn, que 

acredita terem os elementos intersticiais a mesma ori- 

gem das celulas de Sertoli : "As pequenas celulas do 

epitelio celomatico irao constituir mais tarde nao so as 

celulas de Sertoli, como tambem as celulas inter- 

sticiais". 

Nada de interesse encontramos publicado nos anos 

de 1917 a 1920 sobre o assunto. 

Em 1921 H. Stieve publica um trabalho sobre a 

genese das celulas intersticiais do testiculo, concluindo 

que sejam elas simples transformagao do mesenquima 

do "esboQO gonadial". Essa opiniao e mantida ate hoje. 

(Veja Handb. d. mikrs. Anat. d. Menschen — Wilh 

von Mollendorf, 1930). 

1922. — Jacques Benoit, o paladino moderno 

da corrente que admite serem as celulas intersticias de 

origem epitelial, publica sua primeira monografia so- 

bre o assunto, ja tao discutido. Como todos os sens 

antecessores, baseia-se unicamente na forma e na dis- 

posiqao das celulas de Leydig no embriao e no adulto. 

Somente mais tarde (trabalhos de 1924 e 1935) estu- 

da o comportamento destes elementos no criptorquidis- 

mo experimental e nos orgaos tratados pelos raios X. 

As observagoes de Benoit sao confirmadas por 

Nonidez (1924) que mostrou nos embrioes de galos 

Sebright a transformagao de certas celulas dos cor- 



— 39 — 

does sexuais em autenticas celulas intersticiais. (*) Tarn- 

bem por Pellegrini^ que em diversas monograflas 

(1925, 1926, 1927) estuda o comportamento das celu- 

las intersticiais ora na regeneraqao testicular, ora nas 

lesoes experimentais do testiculo, ou ainda, nos testi- 

culos de animais de atividade sexual ciclica. Conclue 

que sao "elementos de origem nitidamente epitelial". 

Seguindo a mesma ordem de ideias, Bataglia 

(1925) lembra que muitas vezes sao confundidas duas 

variedades celulares: as celulas intersticiais propria- 

mente ditas (de natureza epitelial) ou diastematicas e 

as celulas intersticiais "lipoidiferas de CIACCIO,,, estas 

fazendo parte do sistema reticulo histiocitario, e, por- 

tanto, de origem mesenquimatosa. 

Consultando a bibliografia verifica-se que Be- 

noit e acompanhado por uma pleiade de autores que 

acreditam, tambem, nao ser possivel dar como origem 

da celula intersticial, outra que nao o epitelio celoma- 

tico; Kitahara (1923), Mile. Guyon (1923), Lips- 

chutz (1925 e 1932), Cutore (1928) Bozzolo 

(1928), Aron, E. (1929), Stein (1931), Herlant 

(1932 e 1933), Diamare (1934) e Risley (1934). 

Este ultimo, estudando a histogenese da celula de Ley- 

dig na tartaruga mostra magnificas microfotografias, 

fig. 13 e 14 J. of Anat.) onde se ve a migragao de pe- 

quenas celulas do epitelio celomatico, que ora penetram 

nos tubos seminiferos, ora persistem no estroma inter- 

(*) Alias, o mesmo A. concorda com Popoff (1909), que estas 
celulas desaparecem e sao substituidas, mais tarde,, a custa de ele- 
mentos mesenquimatosos do estroma. 
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tubular, constituindo assim verdadeiras celulas inter- 

sticiais. 

De outro lado, uma serie ainda maior de autores 

continua acreditando na concepgao de Leydig, isto e, 

que as celulas intersticiais do testiculo sejam de ori- 

gem conjuntiva. Humphrey (1921), Bascom 

(1923), Yamakawa (1925), Bruni (1926) Fischel 

(1929), Esaki (1928), Dreyfus & Pires Ferraz 

(1933) e muitos outros. 

Nos tratados modernos de embriologia e de histo- 

logia a histogenese fundamental da glandula intersti- 

cial continua sendo encarada como questao nao resol- 

vida. 

Alguns autores nao entram no merito do assun- 

to: Hill, Policard, Watson, Krafka. Outros pre- 

ferem nao dar opiniao; assim Falcone, Shumway, 

Vignoli, Hartridge & Haines, Maximow & Bloom 

e Langley restringem-se a apresentar a questao co- 

mo sendo mais um terreno litigioso da embriologia. 

P. Bouin, depois de considerar que a opiniao mais 

comumente admitida e que tais elementos proveem do 

mesenquima, afirma que uma outra concepqao (a ori- 

gem epitelial) "s'acredite de plus en plus". Boem, 

Davidoff e Huber acreditam que provenham de res- 

tos epiteliais dos tubos de Wolff, opiniao tambem a- 

ceita por Keith. Sharpey-Schafer (E.) limita-se 

a chamar a aten^ao para o fato de existirem histioci- 

tos entremeiados com autenticas celulas intersticiais. 

Keibel e Mall consideram que sejam provenientes de 

celulas genitaloides (epitelio celomatico); a mesma 
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expressao e usada por Jordan e Kindred. Tour- 

neux, ao contrario, escreve sobre as celulas em apre- 

go, como oriundas de elementos mesenquimatosos que 

se transfc^mam; e acompanhado por Fischel. Du- 

breuil se abstem de opinar; entretanto, "aconselha" 

ao leitor que siga a opiniao de Felix como a maior au- 

toridade no assunto, o qual admite que as celulas de 

Leydig provenham dos cordoes sexuais. Segundo 

Bracket as celulas remanescentes dos cordoes se per- 

dem no mesenquima e participam da formagao da glan- 

dula sexual. 

Branca^ Chiarugi, C. da Costa e Roberto 

Chaves, Trautmann & Fiebiger, Cowdry, Beilot 

e Baudrimont, Braus, Stohr e muitos outros ficam 

com a opiniao de Leydig: elementos de natureza con- 

juntiva. , 

Romeis acredita que so um estudo experimental po- 

dera resolver o problema controvertido da origem epi- 

telial ou mesenquimatosa das celulas intersticiais. 

Verifica-se neste apanhado historico, que as opi- 

nioes sao as mais contraditorias no que respeita a ge- 

nese das celulas de Leydig. Em sintese: uma maio- 

ria que admite serem "elementos conjuntivos diferen- 

ciados", provindo direta ou indiretamente (p. ex. globu- 

les brancos) da celula mesenquimatosa. Uma mino- 

ria que afirma serem as celulas intersticiais de ori- 

gem epitelial: ou do epitelio celomatico ou dos cordoes 

sexuais ou ainda dos tubos do corpo de Wolff. Fi- 

nalmente, um grupo muito restrito de autores antigos. 
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que imagina uma origem nervosa para os elementos da 

glandula da puberdade de Steinach. 

Provavelmente, deve-nos ter escapado um gran- 

de numero de trabalhos a respeito da genese das ce- 

lulas intersticiais de Leydig. A quantidade de mono- 

grafias computadas parece-nos suficiente, entretanto, 

para demonstrar que o problema, no momento atual, e 

encarado sob dois aspectos diversos: origem mesenqui- 

matosa ou origem epitelial. A solugao definitiva do 

assunto dependera de novas pesquizas, para cuja elu- 

cidaqao resolvemos trazer a presente contribuigao. 

MATERIAL E M6TODO 

As pesquizas realizadas nos laboratories de Bio- 

logia Geral da F.F.C. e L. e de Histologia da E.P.M. 

foram iniciadas ha dois anos com embrioes de diversos 

vertebrados e testiculos de mamiferos adultos. 

Pela dificuldade de se conseguir material em- 

brionario humano nas condigoes exigidas pelas expe- 

riencias, que logo passamos a descrever, nao nos foi 

possivel ate o momento realiza-las em "anima nobili". 

MATERIAL EMPREGADO 
Qualidade Quantidade 

Embriao de galimha Leghorn branca de 4 dias... 8 
>» >> >> >> >> " 6 " 10 
>) jj " " 8 " 8 
>> >> >> " " 9 " 12 
>> >> >> >' " " 11 " 6 
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Qualidade Quantidade 

Embriao de galiniia Leghorn branca de 12 dias  5 
" " " >> " " 14 " 4 

Cortes seriados em congelagao de 15 a 30 micra. 

Embriao de rato (Mus albinus) de 8 dias   10 
" " " " »» >> ^2 " JQ 
}> " " " JQ 

>> " " >> >> Jg " JQ 

" " " " " " 20 "   10 

Ratos recemnascidos de 21 a 22 dias  10 

Testiculos de ratos j ovens 15 a, 30 dias  10 
>> tf >> ?) i * < _ / « _ 

1 mes a meses   10 

Embrioes de gamba (Didelphys aurita) (2 centimet.) 6 
(5 „ ) 6 

" " " >> >> (7 " ) 6 

Testiculos de gamba (9 centimetros)  8 

i^ainda no marsupio) 

Testiculo de gamha jovem   1 

" adulto   2 

Testiculo de gato jovem (Felix catus) 20 dias  4 

" " " " " 1 mes   4 

" " adulto   3 

cao jovem (Canis domesticus)   1 

" " adulto " "   2 

Fixagao 

Experiencias anteriores nos ensinaram que para 

a conservagao do material, cujos cortes se pretenda sub- 

meter ao tratamento pelo reativo de Schiff, e necessa- 

rio o emprego de um fixador contendo bicloreto de pla- 

tina. Devido ao prego excessivo deste produto, fize- 

mos varias tentativas para diminuir sua dosagem. As 

quantidades preconisadas por Lison e Verne correspon- 
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dem a 70 partes de formol a 10% para 30 partes de 

solugao aquosa de cloreto de platina a 1%. Chegamos 

a conclusao de que 95 partes de formol e 5 partes de 

cloreto de platina sao suficientes para conservar, por 

tempo indeterminado, num tecido, a capacidade de rea- 

gir ao acido fucsinico sulfuroso. 

A delicadeza do material e as suas pequenas dimen- 

soes nao permitem a realisagao de cortes em congela- 

dor, sem ser fixado previamente. Esta operaqao, ape- 

zar de diminuir o tamanho do embriao Ihe confere 

uma certa rigides, graqas a qual se obtem melhores 

cortes (sem fragmentagao). Os embrioes pequenos 

(galinha e rato) nao devem permanecer por mais de 

24 boras no liquido de fixaqao e os embrioes muito de- 

senvolvidos sao decapitados para uma penetragao maicr 

do fixador. Verne, em trabalho recente, aconselha o 

emprego exclusivo de uma solugao de formol a 10%, 

prescindindo do bicloreto de platina ou mesmo do su- 

blimado, outrora usado. As poucas fixagoes assim rea- 

lisadas impedem-nos de dar uma opiniao a respeito; 

temos, porem, a impressao que o reativo de Schiff 

reage de uma maneira menos energica no material 

assim tratado. Por varias veses tentamos cortar ma- 

terial nao fixado, para fazer, em seguida, a reagao de 

Feulgen-Verne. Infelizmente, os cortes eram tao fra- 

geis que essa intengao foi sempre frustrada.. 

Microtomia 

Apos a fixagao, e a pega lavada em agua corrente 

durante 2 boras, no minimo, para retirada do formol. 
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Todos os cortes foram feitos em microtomo de 

congelagao (Leitz). Com uma espessura abaixo de 

15 micra ficam fragmentados ou completamente do- 

brados, razao pela qual nao podem ser aproveitados. 

Nos embrioes de rato e de gamba realisamos cortes 

grosses ate atingir a presuntiva regiao da gonada. 

Uma vez alcangada esta regiao faziamos o exame ra- 

pido de 1 corte, ja corado pelo azul de metileno, e so- 

mente quando tinhamos a certeza de estar no ponto dese- 

jado, comegavamos "a seriagao". 

Resolvemos o problema da "seriagao" dos cortes 

nsando uma serie de tampas de Borrel (8 a 10) enu- 

meradas, dentro das quais eram colocados de 1 a 3 cor- 

tes. Apezar de todas as precaugoes tomadas (nava- 

Ihas bem afiadas, confecgao de cortes grossos — 35 mi- 

cra, retirada dos cortes da navalha com pincel seco) 

o numero de cortes perdidos foi muito grande (fra- 

gmentados ou dobrados). Tentamos sanar esses incon- 

venientes usando a inclusao em gelatina: solugao aquo- 

sa a 10%, endurecimento, reinclusao em solugao a 

20% em banho-maria. Apezar disso, nao obtivemos 

resultados satisfatorios. A reagao de Feulgen-Verne 

se processa, mas, podemos afirmar, de uma "maneira 

frusta". No material testemunha (embrioes e testi- 

culos da mesma idade) cortado em congelagao, a rea- 

gao era muito mais nitida. Por esse motivo abando- 

namos aquele processo de inclusao. 

P6de-se avaliar a dificuldade de conseguir cortes 

relativamente finos, bem distendidos e inteiros de um 

tecido que passou por um acido relativamente forte! 
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Emquanto que nada acontece com os embrioes jovens, 

onde as gonadas ainda estao inteiramente "presas" ao 

epitelio do celoma, nos embrioes de idade mais avanqa- 

da, ou nos recemnascidos, o esbogo do testiculo se perde 

com as algas intestinais, que se desprendem logo apos 

a microtomia ou durante as manipulaqoes da reagao. 

O nosso fito exclusivo era pesquizar a reagao de F.V. 

nas gonadas de diferentes idades. Contudo, a inclu- 

sao em parafina e a coloragao pela Hematoxilina-Eosi- 

na foram frequentemente usadas para controle. 

Reagao de Feulgen-Verne 

A reagao plasmatica (ou plasmal) de Feulgen- 

Verne e caracterisada pela propriedade que apresentam 

certos enclaves lipidicos de recolorir (voltar a cor) o 

reativo fucsino sulfuroso de Schiff, em adsorvendo-o. 

Essa capacidade so e adquirida apos uma hidrolise, re- 

lativamente ligeira (HC1 N/10), durante 3 boras, a 

temperatura ambiente ou oxidagdo. For sua ves, es- 

ta oxidagao pode ser lenta quando os cortes sao aban- 

donados a agua 24 boras ou rapida, quer pela fixagao, 

quer "passando" por uma solugao de bicloreto de mer- 

curio ou de cloreto de platina. 

Em 1866, Hugo Schiff estudando as reagoes de 

diversos corpos aromaticos, descobre incidentemente 

que a fucsina em solugao aquosa era descorada por um 

excesso de acido sulfuroso e que a solugao assim obti- 

da dava nascimento a uma materia corada (vermelho 

-azulada), quando em presenga de um trago de aldeido. 
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de Schiff para a pesquiza da fungao aldeidica, vulga- 

risando assim o reativo fucsino sulfuroso (apud Li- 

son). Feulgen e o primeiro a introduzir essa reagao 

na citologia como reativo especifico da cromatina. 

Muitos anos depois, Caro e Smith utilisam a reagao 

Mais tarde, continuando seus trabalhos em colaboragao 

com Behrens^ verifica que no citoplasma de diversos 

elementos existe uma substancia diferente dos acidos 

nucleinicos, capaz tambem de dar reagao com o reati- 

vo de Schiff, apos certos tratamentos (hidrolise ou 

oxidaqao). 

Como Schiff, Feulgen imaginava que o liquido 

descorado fosse resultante da agao do SO2 sobre a 

fucsina basica em solugao aquosa formando o bisulfi- 

to de pararosanilina e que se tratasse de uma reagao 

eletiva dos aldeidos. Trabalhos modernos vieram con- 

testar essa opiniao: O reativo de Schiff e uma com- 

binagao instavel de acido sulfuroso com o acido para- 

fucsinico-leuco-sulfonico. O "acido fucsino sulfuro- 

so" e, pois, o acido parafucsinoleuco (Lison). 

Como demonstraram Lison e Gerard esta reagao 

nao e especifica dos corpos de fungao aldeidica; ela e 

tambem positiva com as acetonas alifaticas e um certo 

numero de compostos lipidicos nao saturados. 

Isto em nada tira o merito da reagao proposta 

por Feulgen e Behrens e utilisada com habilidade por 
■» 

Verne na histoquimica dos lipidos. 

Segundo a concepgao de Feulgen, existe em um 

grande numero de celulas (mamiferos), uma substan- 

cia ligada aos enclaves lipidicos, podendo ser extraida 
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pelo alcool, insoluvel na agua e soluvel nos solventes 

organicos. Chama-a de plasmalogeno que propria- 

mente nao reage com o reativo fucsmico sulfuroso. E* 

necessario o uso de hidrolisantes (HC1 N/10) ou de 

sais pesados que o transformem de uma maneira lenta 

(HC1) ou rapida (HgCh p. ex.) em plasmal. Nao 

ha verdadeiramente uma transformagao, mas uma "se- 

paragao". O plasmal, provavelmente esta ligado a uma 

substancia que dele se separa apos uma hidrolise ou o- 

xida^ao (Feulgen e Voigt). Apresenta esta substan- 

cia, cuja natureza quimica ainda nao e bem conhecida, 

todas as reagoes dos aldeidos: produgao de hidrazona 

c tio-semicarbazona com a fenilhidrazina, coloragao 

violete pelo reativo de Schiff, etc. (Feulgen, Imhau- 

ser e Behrens). Para o conceituado quimico da Uni- 

versidade de Giessen, o plasmal e uma mistura de al- 

deidos estearico e palmitico na proporgao de 10 para 

90. Pesquizas mais modernas de Feu:gen com seu co- 

laborador Behrens demonstram, entretanto, a existen- 

cia de mais um componente, provavelmente, de fungao 

aldeidica. E' uma substancia ainda nao determinada, 

dotada de um cheiro muito forte, propriedade esta que 

nao se encontra nos aldeidos palmitico e estearico. (*) 

Verne consegue reproduzir "in vitro", sobre o acido 

oleico, a reagao plasmatica. Conclue que sob a agao 

do oxigenio do ar, este acido se transforma parcial- 

mente em compostos aldeidicos. 

(*) Em 1930, novamente Feulgen acompanhado de seu assisten- 
te Bersin, volta ao assunto e acredita que se trate de um "acetoal- 
deido 
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Gerard repetindo as experiencias de Verne obser- 

va a formagao de dois corpos distintos sob a influen- 

cia das reagoes empregadas: um de fungao aldeidica, 

outro de fungao oxidante.Termina afirmando que o 

fato mais importante da reagao plasmatica e "deceler, 

au niveau des enclaves, tine function oxydante acquise 

secondairement". Para nos o interesse maior da rea- 

gao nao esta propriamente no estudo do seu mecanismo 

e sim na diferenciagao que possa ser feita entre as di- 

versas "especi^s" celulares, usando o reativo de Schiff. 

Baseado nos trabalhos de Verne, demonstrando a 

distingao entre celulas glandulares pela reagao que traz 

o seu nome, resolvemos iniciar estas pesquizas. 

Ja em trabalho anterior tinhamos adquirido gran- 

de pratica na realisagao da reagao F. V. Em pesqui- 

zas ainda ineditas tivemos oportunidade de constatar 

as afirmagoes de Verne sobre.a existencia, em diversos 

tecidos, de categorias de substancias lipidicas, que se 

comportam de maneira diferente deante da referida 

reagao: 

I — Lipidos que nao dao a reagao de FEULGEN- 

VERNE e so as coloragoes gerais das "gor- 

duras". 

II — Lipidos que dao a reagao de FEULGEN- 

VERNE e concomitantementfe as reagoes ge- 

rais das "gorduras". 

Ill — Lipidos que so dao a reagao de FEULGEN- 

VERNE e nao dao as coloragoes gerais das 

"gorduras". 
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Inclusoes do primeiro tipo encontram-se nas celu- 

las adiposas do tecido conjuntivo, em certos tubos do 

rim e nas celulas hepaticas. 

As do segundo tipo existem em celulas de varios 

orgaos: em certas celulas dos tubos urinarios dos ma- 

mi feros carnivoros, nas pequenas celulas alveolares do 

pulmao, nas celulas epiteliais das vias biliares, nas ce- 

lulas das glandulas do tracto genital masculino e nas 

celulas intersticiais do testiculo. 

Entre os raros elementos do terceiro tipo (certos 

tubos do rim, celulas do parenquima alveolar do pulmao 

em certas circunstancfas) encontra-se a medula supra- 

renal. Trabalhos posteriores do mesmo autor de- 

monstraram que se trata somente de uma impregna- 

gao, nesta zona, de produtos elaborados pela fascicula- 

da da cortical, que seriam oxidados na zona medular, 

donde o aparecimento do plasmalogeno. Tanto isto e 

verdade, que os resultados da reagao em celulas dos 

paraganglios sao negativos. 

Podemos afirmar que as celulas do hilo do ovario 

ou celulas de Berger, (Barrozo, E. 1938) estao inclui- 

das no segundo tipo, bem como o epitelio dos tubos do 

mesonefros e as celulas de Sertoli (pequenas granula- 

goes F-V. positivas). 

Verifica-se do exposto acima que nos grupos II 

e III nao sao encontrados elementos de origem mesen- 

quimatosa. As observagoes de Verne nao permitem 

duvidas a respeito. 
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A tecnica, por nos seguida, e uma combinagao das 

preconizadas por Feulgen, Verne e Lison com algumas 

modificagoes. 

Tecnica da Reagao de Feulgen-Verne 

A.) Imersao dos cortes (3 de cada ves) na so- 

lugao de cloreto de platina a 1% ou no bicloreto de 

mercurio (solugao saturada) em cuba de cristal. Tem- 

po T a 3'. 

B.) Passagem direta para o reativo de Schiff em 

cubas de cristal de fundo negro. Tempo 15' a 18' mais 

ou menos, dependendo da grossura dos cortes; quanto 

mais grosso, mais tempo. 

C.) Agua distilada^ rapidamente. 

D.) Passagem em tres vidros (Godets) fechados, 

contendo acido sulfuroso exatamente como na rea^ao 

nuclear. Tempo T em cada vidro e o suficiente. 

E.) Lavagem em agua distilada num tempo ne- 

cessario para se descorar ate a cor violete palido. 

Usamos para isso cristalisadores colocados em fundo 

branco. 

Montagem em xarope de Apathy ou glicerina ge- 

latinada. Lutagem do preparado (conserva-se pouco 

tempo). 

De preferencia deve-se usar a solugao de cloreto 

de platina, porque o sublimado deixa, no corte, cristais 

que sempre prejudicam a visibilidade. Os fixadores 

contendo bicromato, acido cromico, ou acido osmico 
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absolutamente nao podem ser usados, pois oxidam de- 

masiado a substancia a pesquizar, impedindo, assim, a 

reagao. 

Coloragao vital 

Foi usado somente o litio-carmim (Griibler). So- 

lugdes aquosas a 1% em injegoes intra-peritoniais de 

1,5 cc durante 7 dias consecutivos — 6 ratos brancos. 

Solugao aquosa a 3% — Inj. int. per it.. 8 injegdes 

de 1,00 cc — dias alternados — 3 ratos brancos. 

Solugao aquosa de 2,5% a 3,5%. 10 injegoes de 

1 cc a 3cc em dias consecutivos — 3 gatos jovens. 

Solugao aquosa de 1 cc em injegao no testiculo, 6 

injegoes em dias alternados — 3 gambas jovens. 

Suspensao oleosa a 2% em injec. justa testicular, 2 

injegoes em dias consecutivos — 2 gatos adultos. 

DISCUSSAO E RESULTADOS 

O fato das celulas intersticiais do testiculo serem 

consideradas como de natureza conjuntiva por alguns 

histologistas, constitue uma rara excepgao entre os e- 

lementos que integram os orgaos de secregao interna. 

Assim vejamos: O aparelho tiroidiano — tiroide 

e paratiroide — provem do intestino faringeano e dos 

terceiro e quarto pares de bolsas branquiais, respecti- 

vamente (epitelio do entoderma). A hipofise tern os 

seus elementos, quer os do lobulo anterior, quer os do 

intermedio ou do posterior oriundos da folha epitelial 
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ectodermica (bolsa de Ratke) ou nervosa (3.° ventri- 

culo). A mesma origem "nervosa" tem a "medtik' 

suprarenal" (crista ganglionar). Quanto a cortex 

desta glandula nao ha discussao a respeito da sua ge- 

nese; ela se da a custa do epitelio celomatico (epitelio 

do mesoderma). As celulas dos ilheus de Langherans 

proveem, como suas irmas de secregao exocrina (celu- 

las acinosas), de um broto do intestino primitivo. O 

mesmo se verifica com a celula hepatica (epitelio do 

endoderma). O timo e a epifise, si os considerarmos 

como orgaos endocrinos, tem, tambem, origem epite- 

lial. 

Quanto ao ovario, sua dupla secregao endocrina 

(foliculina e progesterona) tem, como substrato mor- 

fologico, celulas, para a maioria dos especialistas e 

tambem para nos, de origem epitelial. As celulas foli- 

culosas (granulosa) sao responsaveis pela secregao des- 

ses dois hormonios, secre^ao que ocorre nas duas etapas 

de sua evoluqao ciclica. Essa concepqao e admitida 

ainda mesmo pelos autores que acreditam na natureza 

conjuntiva das celulas de Leydig. E assim que no fo- 

liculo as celulas foliculosas secretariam a foliculina; 

rompido esse e transformado em corpo amarelo, passa- 

riam a secretar progesterona. 

Nao ha ainda um criterio unico a respeito da for- 

magao do corpo amarelo. Alguns AA. imaginam que 

a celula mesenquimatosa da teca interna, que acompa- 

nha os capilares no momento da penetragao destes apos 

a rutura do foliculo, se transforma mais tarde em au- 

tentica celula glandular, nao pondo, todavia, em du- 
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vida, que a maior parte do corpo amarelo provem das 

celulas foliculosas (epiteliais). A maioria deles, en- 

tretanto, e entre os quais Celestino da Costa, afir- 

ma que o orgao responsavel pela produgao da proges- 

terona e formado exclusivamente a custa da multipli- 

cagao das celulas foliculosas remanescentes. Os ele- 

mentos mesenquimatosos da teca interna entrariam so- 

mente como constituintes do esqueleto da glandula. O 

mesmo poderiamos dizer do foliculo atresico, tido tam- 

bem por muitos como orgao elaborador de foliculina. 

Restara discutir o problema da celula intersticial 

do ovario. Todos estao de acordo que a "glandula 

intersticial" da gonada femea e irregularmente encon- 

trada nos diversos mamiferos. A abundancia em al- 

guns e a escassez noutros ja foram fartamente 

demonstradas. 

Nas especies ricas desses elementos, como p. ex. o 

coelho, onde as celulas intersticiais sao tao numerosas, 

motivo pelo qual Bouin considerou o ovario como 

glandula de secregao interna, nao ha uniformidade no 

modo com que os AA. encararam sua origem. Muito 

mais dificil esta o estudo da genese das celulas intersti- 

ciais dos animais onde se acham representadas de uma 

maneira mais modesta. A concepgao mais conforta- 

vel e admitir que parte desses elementos provenha de 

modificagoes das celulas do estroma conjuntivo, outra 

parte sendo de origem epitelial. Entretanto, no ovario 

da porca nao se encontram celulas epitelioides fora do 

foliculo ou do corpo amarelo. Neste caso pelo menos, 

nao existe duvidas nem campo para discussoes. 
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Na especie humana a questao tambem e discutida 

de maneira bastante confusa, nao so pelo fato desses 

elementos serem encontrados em quantidade escassa, 

mas, tambem, pela dificuldade de localisa-los, conside- 

rando que muitas vezes nao sao identificaveis no ova- 

rio, mas nas suas cercanias. A confusao aumenta ain- 

da devido a certos histologistas que denominam as ce- 

lulas mesenquimatosas da teca, de cehdas intersticims, 

quando nao chegam ao ponto de confundir os macrofa- 

gos errantes com a celula intersticial. Finalmente, ha 

ate quern negue sua existencia. 

A celula intersticial do oyario existe realmente na 

mulher, contudo somente e encontrada em pequena 

quantidade na regiao do hilo e do mesovario. Nunca 

tivemos oportunidade de observar cordoes ou celulas 

isoladas do tipo intersticial entre os foliculos, na regiao 

cortical. 

As celulas intersticiais na mulher apresentam um 

carater nitidamente epitelial. Sao celulas poliedricas 

de contorno nitido, de volume mais ou menos avanta- 

jado, com nucleo relativamente grande e vesiculoso. 

Conteem granulagoes que "tomam" os corantes gerais 

das gorduras (Sudan III, Scharlach R, Azul de Nilo), 

reduzem o tetraoxido de osmio e fazem voltar a cor 

do reativo de Schiff na reagao de Feulgen-Verne. No 

que respeita a histoquimica, essas celulas comportam- 

se em tudo e por tudo como as celulas intersticiais do 

testiculo. Nao e apenas na esfera da histoquimica 

que se encontram analogias entre as celulas intersti- 

ciais do ovario (celulas do hilo e do ovario) e as celulas 
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intersticiais do testiculo. Sua origem e, provavelmen- 

te, identica a das celulas de Leydig. Segundo a opi- 

niao geralmente adotada, as celulas intersticiais do ova- 

rio sao elementos remanescentes do primeiro surto do 

epitelio celomatico. E' comum encontrarem-se fileiras 

de celulas na regiao do hilo, onde sao conhecidas com 

o nome de "cordoes medulares" (restos da primeira 

"poussee"). Esses cordoes devem tambem ser consi- 

derados como constituidos por autenticas celulas in- 

tersticiais do ovario. 

Como se ve, os orgaos responsaveis pela secreqao 

dos hormonios sao todos integrados por celulas de ori- 

gem epitelial. 

Porque, entao, devera a celula intersticial de Ley- 

dig, responsavel pela secregao do hormonio masculino, 

ser "simples modificagao" do histiocito, emquanto que 

a celula foliculosa, geralmente tida como substrato a- 

natomico da secregao ovariana, e considerada de ori- 

gem epitelial? Ambas secretam substancias que per- 

tencem a mesma familia quimica (esterois), ambas 

possuem as mesmas reagoes histoquimicas (reagoes 

"gerais" das gorduras e reagao plasmatica de F.-V., 

como foi demonstrado por Becher (1937) e confir- 

mado por nos no presente trabalho. O estudo dos 

hormonios secretados pelas celulas endocrinas do tes- 

ticulo, como as do ovario, tambem conduzem ao esta- 

belecimento de estreitas relagoes entre esses dois tipos 

de celulas. 

A foliculina (hormonio feminino) e tambem en- 

contrada na urina dos individuos do sexo masculino, o 



mesmo, acontecendo com a testosterona (hormonio 

masculino), a qual pode ser identificada na urina dos 

individuos dos dois sexos. A capacidade do "gara- 

nhao" de secretar foliculma em altas doses e devida ex- 

clusivamente a riqueza desses individuos em celulas in- 

tersticiais do testiculo, pois os animais castrados nao 

possuem esta propriedade. Por sua ves, a homologia 

dos produtos secretados pela celula intersticial do tes- 

ticulo e pela celula epitelial da "cortex suprarenal" e 

notavel. Ambas secretam hormonios, cujas formulas 

quimicas tern diferengas quasi imperceptiveis (testos- 

terona de Butenandt e corticosterona de Reich- 

stein). Ambas as celulas se parecem muito quanto 

a morfologia. Suas reagoes histoquimicas sao identi- 

cas: coloragoes gerais da gordura, siderofilia, reagao 

de F.V. (Verne, Lison, Becher, Barrozo). En- 

tretanto (mirabile dictu!), a homologia de sua origem 

embriologica nao seria aceita pelos autores que defen- 

dem a origem mesenquimatosa da celula intersticial do 

testiculo. Nao seria mais razoavel conceder ua mes- 

ma origem para todas as celulas que apresentassem ca- 

racteres morfologicos, histoquimicos e funcionais se- 

melhantes, como e o caso para a celula intersticial do 

ovario, para a celula da cortex suprarenal, para a ce- 

lula foliculosa, para a de Leydig e para a de Sertoli? 

Uma origem comum para todas estas celulas (pequenas 

celulas germinativas do epitelio celomatico ou celulas 

vegetativas de Benda) parece razoavel. 

Tambem nao nos parece possivel admitir, como 

querem alguns autores, que primitivamente a celula in- 
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tersticial do testiculo seja de origem epitelial e que mais 

tarde, no adulto, seja entao de natureza conjuntiva. 

O fato destas celulas desaparecerem, ou melhor, quasi 

desaparecerem durante um certo periodo da ontogene- 

se nao implica que sua neoformagao no adulto se de 

a custa do estroma conjuntivo. O mesmo fenomeno e 

observado na cortex suprarenal: desaparecimento das 

celulas da zona X (fasciculada jovem) durante os dois 

primeiros anos de vida (Howard, Hoerr, Groll- 

mann, Whitehead. Tal fenomeno nao obriga o his- 

tologista a admitir que a regeneragao dessa regiao se 

fa^a a custa dos elementos conjuntivos locais. 

O maior argumento dos que pretendem uma ori- 

gem mesenquimatosa para as celulas de Leydig e a 

capacidade que possuem esses elementos de "tomar" 

o corante vital. 

Muitos foram os que ventilaram o assunto. Inje- 

tando suspensoes coloidais de carga eletrica negativa 

que sao floculadas pelos elementos do sistema reticulo 

-endotelial (azul de tripan, azul de pirrol e litio-car- 

mim), Goldmann (1909), Kyrle (1910), Testa 

(1929), Tramontano-Guerritore (1930) e Drey- 

fus & Pires Ferraz, afirmam ter encontrado, nos 

testiculos injetados, celulas intersticiais ora repletas, 

ora vasias, ora ainda com pequena quantidade de co- 

rante; emfim, uma "gama" de cores! 

Entretanto, um numero muito maior de autores, 

que estudaram esta questao sob o mesmo prisma, cons- 

tatou a presenga, ao lado de histiocitos e fibrocitos re- 

pletos de suspensoes coloidais floculadas, de celulas de 
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aspecto epitelial glandular que nao fixam os corantes 

vitais (Addison & Thorington (1916) Ishibashi 

(1920) Battaglia (1925), Cutore (1928), Esaki 

(1928), Carpel (1929), Guerrieiro (1930), Bra- 

tiano (1930), Stein (1931) Herlaht (1933) Be- 

noit (1935). 

Esaki nao somente encontrou celulas de aspecto 

epitelioide ao lado de autenticos representantes do sis- 

tema reticulo-endotelial nos testkulos examinados, co- 

mo tambem cultivou as celulas intersticiais "in vitro", 

chegando a conclusao que se trata, indiscutivelmente, 

de dois tipos diferentes na forma e na fungao. 

Os depoimentos de Guerreiro e Bratiano tern 

uma importancia muito grande, levando-se em conta 

que o primeiro e o criador do termo coloidopexia e o 

segundo e uma das maiores autoridades na questao 

"sistema reticulo-endotelial". Ambos afirmam serem 

os elementos que tomam os corantes vitais, encontrados 

entre os tubos seminiferos, autenticos histiocitos, pois 

floculam a carga coloidal. Com as outras celulas, 

tambem encontradas neste ponto, tal nao acontece: sao 

as verdadeiras celulas de Leydig. 

A opiniao de Dreyfus & Pires Ferraz realmen- 

te e interessante. Estes AA. verificaram em testku- 

los corados vitalmente, ao lado de autenticos histioci- 

tos (histiocitos tipicos), celulas de aspecto epitelial 

que nao tomaram o corante; alem desses dois tipos ce- 

lulares, um terceiro, que, apezar de tomar pouco o co- 

rante vital, apresentava um aspecto morfologko iden- 

tico ao das celulas de Leydig. Imaginam estes AA. 
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que a "celula intersticial do testiculo" seja um elemen- 

to conjuntivo (cromofobo) na ultima etapa da sua 

evolugao, tal como outros elementos pirrolofobos encon- 

trados nos tecidos e de origem mesenquimatosa (Mast- 

zellen e Plasmazellen). Nao sabemos porque motivo 

esses AA. nao querem admitir, com a maioria, que e- 

xistem celulas epiteliais glandulares ao lado de elemen- 

tos do sistema reticulo-histiocitario. O fato de obser- 

varem celulas que tomam de maneira modesta o coran- 

te vital nao permite uma afirmagao tao peremptoria: 

a da transforma^ao gradativa do histiocito em celula 

de Leydig, isto e, uma celula pirrolofila em celula pir- 

rolofoba. Esses elementos que nao floculam tao in- 

tensamente o corante vital tanto podem ser fibrocitos, 

como histiocitos que tomaram uma carga menor. 

£ sabido que nu'a mesma regiao nem todos os his- 

tiocitos tomam de maneira identica os corantes vitais 

(Bratiano). 

Alem dos argumentos que acabamos de apresentar 

contra a opiniao dos dois ilustres histologistas patri- 

cios, poderiamos adiantar que a presenga de histioci- 

tos na gonada masculina nao e constante em todas as 

etapas da ontogenese dos mamiferos. Estes represen- 

tantes do "sistema criado por Aschoff e Landau", 

em certos individuos so aparecem num periodo muito 

adiantado da evolugao da gonada. Nos testiculos jo- 

vens de gato, gamba ou cachorro, por exemplo, nao se 

consegue identificar histiocitos entre os tubos semini- 

feros, nos tres primeiros meses da vida extrauterina. 
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xComo veremos mais adiante, os elementos do sis- 

tema reticulo-endotelial invadem provavelmente os es- 

pagos intertubulares num periodo em que as autenticas 

celulas intersticiais ja sao encontradas em grande nu- 

mero. 

Foram os argumentos que acabamos de criticar, 

que nos levaram a imaginar um criterio diferente do 

adotado ate entao para distinguir e determinar a ori- 

gem dos diversos elementos encontrados entre os tubos 

seminiferos. 

A solugao do problema so poderia ser dada, se e- 

xistisse uma reagao histoquimica eapaz de distinguir 

as celulas epiteliais (epitelio do celoma) das mesenqui- 

matosas. 

Uma tal reagao, sendo as celulas intersticiais de 

origem epitelial, permitira acompanha-las desde o seu 

nascimento na eminencia germinativa. Sejam, ao 

contrario, as celulas de Leydig de origem mesenquima- 

tosa; entao, sera nelas, em todas as suas etapas evolu- 

tivas, negativa a reagao em questao. 

No caso de serem as celulas diastematicas de ori- 

gem epitelial e identificaveis por uma reagao histoqui- 

mica, mais convincente sera ainda a demonstragao da 

natureza epitelial, se essa reagao tambem for positiva 

nas celulas homologas de outros orgaos (celulas de 

Sertoli, celulas foliculosas, celu1as de cortex suprare- 

nal e celulas intersticiais do ovario). 

Uma reagao histoquimica com todos esses pre- 

dicados, foi procurada e foi achada. fi a que demons- 
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tra a presenga do plasmal nos elementos acima enume- 

rados, ou seja, a reagao de Feulgen-Verne. 

Ate o momento atual, nao nos foi possivel fazer 

a reaqao de F.-V. conjuntamente com a coloragao vital, 

em embrioes de galinha ou de mamiferos. As doses 

empregadas teem sido letais, (impedem o desenvolvi- 

mento, quando injetadas na alantoide ou diretamente 

no utero, respectivamente). For essa razao, nos em- 

brioes so fizemos a reagao de F,-V. 

Em animais j ovens e adultos utilisamos as tecni- 

cas ja descritas para a reagao do acido fucsinico sulfu- 

roso em combinagao com a coloragao vital pelo litio 

-carmim. 

Os resultados por nos obtidos foram os seguintes: 

Embrioes de galinha de quatro dias. = Os cortes 

por congelagao e cor ados pelo F.-V. mostram na re- 

giao da eminencia germinativa (epitelio celomatico em 

frente ao corpo de Wolff) a coloragao intensa, cara- 

cteristica do plasmal, vermelho-violete. Com maior 

aumento, observa-se que as grandes celulas germina- 

tivas (gonocitos primordiais) ficam mais claras. Nao 

sabemos si pelo fato de possuirem nucleo maior ou 

devido a uma reagao menos positiva (intensa) do cito- 

plasma. Como no testiculo pubere, o epitelio seminal 

e fracamente F.-V. positive. Parece-nos mais prova- 

vel que os gonocitos primordiais, aos quais cabe engen- 

drar, merce de mitoses repetidas, a linhagem seminal, 

tambem sejam, de fato, fracamente F.-V. positivos. 
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O mesenquima "inter-tubulos", bem como o que 

forra a eminencia germinativa, nao reage a F--V. Fica 

cor ado em azul palido (Figs. 1 e 2 e fig. B da prancha). 

Os cortes, apesar de grossos (30 micra) mos- 

tram o contraste das duas cores (vermelho-violete e 

azul palido) visivel mesmo nas microfotografias. Nos 

embrioes com mais de dois dias (Fig. 2) essa verifica- 

qao se torna ainda mais facil. Pode-se tambem obser- 

var a positividade a F.-V. do epitelio celomatico que 

reveste o meso. 

Os embrioes de rato de 8, 12 e 14 dias apresentam 

um aspecto muito parecido com os embrioes de galinha 

de 6, 8 e 9 dias: eminencia germinativa, epitelio celo- 

matico e tubos do mesonefros fortemente corados em 

vermelho-violete. O mesenquima nao corado faz so- 

bresair os pontos acima enumerados. 

Nos cortes de embrioes de galinha de oito e nove 

dias, respectivamente (Figs. 3 e 4), as gonadas ja 

diferenciadas, mas ainda presas ao epitelio celomatico 

mostram, quando tratadas pela reagao F.-V., um as- 

pecto muito especial: a regiao periferica intensamente 

corada, bem como os polos superiores e inferiores 

contrastando com a regiao central, onde se observa ua 

menor coloragao vermelho-violete. Devemos atribuir 

esse fenomeno ao fato de, em tal epoca, estarem as 

pequenas celulas germinativas, que sao fortemente 

F.-V. positivas, acumuladas nas zonas onde a coloragao 

intensa se observa. Convem salientar, tambem, a rea- 

gao particularmente intensa dos tubos do mesonefros, 

que em alguns embrioes tomam uma coloragao tao viva. 
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a ponto de darem na microfotografia impressao de uma 
uchapa verada". 

Nos embrioes mais velhos (galinhas de 11, 12 e 14 

dias), vamos observar as gonadas, agora, ja diferen- 

ciadas para o sexo masculino. Apresentam aspecto 

identico aos "testiculos" dos embrioes de rato de 18 e 

20 dias (Fig. 5 e Fig. A da prancha) : cordoes epite- 

liais separados por tecido conjuntivo, massas de celulas 

coradas intensamente, localizadas de preferencia na 

superficie (cortex) e nos polos, em violento contraste 

de cor com os elementos do interior dos cordoes e do 

conjuntivo do estroma. A gonada e envolvida por um 

tecido (albuginea), onde nao se verifica celula alguma 

reagindo positivamente ao F.-V. 

Convem salientar que nos testiculos de ratos jo- 

vens de 15 dias a mes e meio, assim como nos testiculos 

de gamba de 5, 7 e 9 centimetros (ainda no marsupio) 

ha uma grande diminuigao do numero das celulas ca- 

pazes de tomar a cor vermelho-violete. Sao as "futu- 

ras" celulas intersticiais de Leydig. Os testiculos 

desta idade (inclusao em parafina, coloragao hemato- 

xilina-eosina), mostram uma pobreza muito grande 

em celulas de aspecto epitelioide, isto e, em celulas in- 

tersticiais, celulas que nesta idade ja comegaram a 

invadir os espagos entre os cordoes epiteliais. A fig. 

n.0 6 mostra o seguinte aspecto: tubos, cuja luz esta 

completamente obstruida por elementos F.-V. negatives, 

envolvidos por uma capsula fibrosa e entre os quais 

quasi nao se encontram celulas epitelioides (F.-V. po- 

sitivas). 
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Nos testiculos onde ha pobreza de celulas intersti^ 
f 

ciais, como no caso que acabamos de descrever, pode-se 

notar melhor a reaqao positiva das celulas nutritivas 

de Sertoli, fato esse que explica o aspecto da fig. 6 

(limites do tubo fortemente corados em vermelho-vio- 

lete). 

digno de nota que pelo menos nos testrculos de 

rato, gamba e gato, nos primeiros meses de idade, o 

periodo de desaparecimento das celulas intersticiais e 

muito curto. Aos tres meses ja se encontram nova- 

mente celulas intersticiais em relativa abundancia. Nao 

tivemos oportunidade de verificar a nova involugao 

desses elementos, ja descritos, em idades mais avanqa- 

das, isto e, nas proximidades da puberdade, por nao ter- 

mos tido material adequado. Devemos acentuar que a 

gamba adulta possue uma quant idade especialmente 

grande de celulas intersticiais. As verificagoes por nos 

feitas (figs. 6 e 11) devem ser avaliadas em confronto 

com a fig. 13. 

Fato mais importante e a ausencia de elementos 

histiocitarios entre os tubos seminiferos durante os 

primeiros meses de vida. 

A fig. n.0 7 mostra um corte de testiculo de gato 

de 30 dias, animal "injetado" durante 6 dias com 1/2 

cc. de litio-carmim em solugao a 2%. Verifica-se que 

as celulas estao localizadas na regiao cortical do tes- 

ticulo, logo abaixo da albuginea (nesta figura o corte 

grosso e o aumento pequeno nao permitem identificar 

sua forma). Os histiocitos ficam todos espalhados 
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nesta capsula fibrosa. Nao se encontram celulas pir- 

rolofilas entre os tubos seminiferos. 

A fig. 8 (grande aumento de uma regiao da 

fig. 7), mostra muito bem o local onde estao situados 

os histiocitos (seta superior), assim como massas 

epitelioides F.-V. positivas (seta inferior) entre a al- 

buginea e os tubos seminiferos. 

Existe forgosamente uma fase, no momento ainda 

nao determinada por nos, em que os histiocitos invadem 

os espagos intertubulares, verificagao que esperamos 

fazer mais tarde. 

Continuando a analise de testiculos de animais 

cada ves mais velhos, chegamos a fig. 11 que nos mos- 

tra um testiculo de gamba jovem com pequena quanti- 

dade de celulas de Leydig coradas pelo F.-V. ao lado 

de histiocitos. 

Os fatos acima referidos nos levam a concepgao 

de que todas as celulas mesenquimatosas da gonada 

indiferente sejam aproveitadas na "fabricagao" da 

parede dos tubos seminiferos. 

Os elementos, que tomam o corante vital, encon- 

trados nos testiculos jovens e adultos ao lado de celulas 

de aspecto epitelioide sao celulas migradoras. Elas 

aparecem no testiculo numa epoca que varia de especie 

para especie. No gato observamos que somente apos 

quatro meses de vida extra-uterina, encontramos ce- 

lulas capazes de tomar o corante vital entre os tubos 

seminiferos. Na gamba observamos que mais ou menos 

aos seis meses de idade, ocorre esse fenomeno; no rato, 

o aparecimento, como tambem foi por nos verificado, 
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e mais precoce: um e meio a dois meses. Tivemos 

oportunidade de examinar um unico testiculo de cao 

jovem com mais ou menos quatro meses. Este ja 

possuia ao lado de autenticas intersticiais de Leydig, 

celulas tomando intensamente o litio-carmim. 

No que diz respeito ao numero de celulas intersti- 

ciais podemos confirmar o que ja e sabido: e muito 

variavel de especie para especie. Na gamba (fig. 13) 

(Didelphys aurita), por exemplo, encontram-se esses 

elementos em quantidade tal, que sua massa e compa- 

ravel, senao maior que a dos tubos seminiferos. No 

cao as celulas de Leydig se disseminam no conjuntivo 

da rete-testis tornando-a particularmente rica em tais 

elementos. Entretanto, entre os tubos seminiferos nao 

sao tao numerosas como na gamba. Esta observaqao 

explicaria a dificuldade em, pela castragao, se obter o 

desaparecimento dos caracteres sexuais do cachorro. 

Tal animal teria celulas intersticiais extratesticulares 

(na rete-testis), e, talvez, em outras partes mais afas- 

tadas dos dutos seminiferos em quantidade suficiente 

para assegurar a persistencia desses caracteres. 

Emquanto que 100 % das celulas de aspecto epi- 

telioide encontradas entre os tubos da rete tomam par- 

ticularmente a cor vermelho-violete pela reagao de 

F.-V. (fig. 12), observa-se que nos espagos intertu- 

bulares ha celulas F.-V. positivas e outras negativas. 

Estas ultimas sao histiocitos, os quais sao pirrolofilos 

e F.-V. negatives, ao contrario das primeiras que sao 

pirrolofobas (pois sao autenticos elementos epiteliais) 

e F.-V. positivas (fig, C da prancha). 
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Quanto aos testiculos adultos, o exame minucioso 

de centenas de cortes seriados nos mostrou um aspecto 

sempre uniforme no que diz respeito a capacidade de 

certas celulas intersticiais reagirem ao reativo de 

Schiff, apos hidrolise. Estao sempre coradas em ver- 

melho-violete (figs. 9 e 10). As observagoes de Be- 

cker e Verne foram por nos absolutamente confir- 

madas. Acreditamos que os AA. citados nao se tendo 

preocupado com o mesmo problema que nos interessa, 

nao se detiveram em analisar minuciosamente seus 

preparados, afim de verificar se todas ou apenas muitas 

celulas intersticiais eram F.-V. positivas. Em nossas 

preparagoes (testiculos de rato, gamba e gato de ani- 

mais injetados com solugoes diversas de litio-carmin 

(veja pag. 28), especialmente nas coradas vitalmente 

pelo litio-carmim e em seguida pelo F.-V. ve-se bem 

esta dualidade: celulas com citoplasma vermelho (ce- 

lulas intersticiais mesenquimatosas) e celulas com cito- 

plasma vermelho-violete (celulas intersticiais epiteliais, 

celulas que tudo indica deverem ser o substrate anato- 

mico da secregao dos hormonios masculinos). Chega- 

se mesmo em alguns preparados a encontrar mais 

celulas pirrolofilas do que pirrolofobas. 

O contraste entre a cor vermelha amarelada do 

litio-carmim e o arroxeado da reagao de F.-V., permite, 

melhor que qualquer outro processo de coloragao, e, 

com grande facilidade, essa observagao (Fig. C da 

prancha). Realmente, histiocitos podem apresentar 

um aspecto morfologico identico ao das celulas de 

Leydig, alguns mesmo com pequena quantidade de co- 
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rante vital incorp'orada ao citoplasma (nem todos to- 

mam o corante da mesma maneira). Todavia, a co- 

loragao pelo litio-carmim e sempre o suficiente para a 

diferenciagao entre o elemento epitelial e o conjuntivo. 

Em resumo: Aquilo a que os A A. chamaram de 

celulas intersticiais do testkulo corresponderia a ele- 

mentos tendo dupla origem: a) celulas provenientes 

das pequenas celulas germinativas da "eminencia ge- 

nital", (epitelio do celoma) celulas que irao constituir 

os elementos verdadeiramente dignos do nome de ce- 

lulas glandulares de secregao interna do testiculo (*) 

(celulas intersticiais sensu strictu ou celulas de Ley dig); 

b) celulas provenientes do mesenquima, tardiamente en- 

contradas nos intersticios do testkulo (celulas intersti- 

ciais mesenquimatosas). Celulas intersticiais do testi- 

culo sensu latu, abrangem, portanto, as duas categorias 

acima enumeradas e correspondem ao conceito habitual 

de "celula interstkial do testiculo". Resta responder a 

pergunta: Se as celulas intersticiais epiteliais cabe se- 

cretar os hormonios masculinos responsaveis pelos cara- 

cteres sexuais secundarios, que fungao caberia aos his- 

tiocitos dos intersticios do testiculo que chegam por ve- 

ses a ser morfologicamente indistinguiveis das celulas 

intersticiais epiteliais? Nenhuma resposta precisa pos- 

suimos no momento para tal pergunta. Acreditamos, po- 

rem, que uma tao notavel coexistencia de elementos de 

(*) Em todo nosso trabalho sempre que nos referimos a secre- 
qao interna do testiculo, subtendemos hormonios ligados aos caracteres 
sexuais secundarios. Aqui nao nos preocupamos com a provavel se- 
cregao interna do epitelio germinativo. 
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aspecto glandular com origem embrionaria diferente, 

reag5es histoquimicas diferentes, morfologia por veses 

identica e fungoes certamente diversas pode ser o 

ponto de partida para um estudo que esperamos em- 

preender e que talvez se possa estender atravez de 

todo o sistema endocrmico, a saber: o problema das 

relagoes funcionais entre glandulas de secregao interna 

e sistema reticulo-endotelial. 

Nao terminaremos sem agradecer vivamente o 

prestimoso auxilio de nossa colega de Laboratorio D. 

Rosina de Barros, bem como a Gualberto Evangelista 

Nogueira que nao mediram esforgos na elaboragao do 

presente trabalho. A Marta Breuer, artista que mais 

uma ves nos ajuda com sua habilidade tecnica, meus 

agradecimentos. 

As pesquizas bibliograficas, na sua maioria. fo- 

ram realizadas na Biblioteca Bovero do Laboratorio 

de Anatomia da F. de Medicina da Universidade de 

S. Paulo, onde sempre tivemos otimo acolhimento. 



CONCLUS6ES 

I 

As celulas da eminencia germinativa dos embrioes 

dos vertebrados (rato, gato, gamba, galinha), bem como 

as celulas de todo o epitelio celomatico possuem um 

citoplasma, onde se pode identificar a presenga do plas- 

mal, revelavel pela reagao de Feulgen-Verne (R. F.-V.). 

II 

Os gonocitos primordiais se apresentam pela rea- 

gao de F.-V- menos intensamente corados do que as 

pequenas celulas germinativas. 

III 

A coloragao vermelho-violete da reagao de F.-V., 

evidente no epitelio celomatico, eminencia germinativa 

inclusive, bem como nos tubos do mesonefros, contrasta 

com o aspecto sem coloragao especifica do mesenquima 

circumvisinho. 

IV 

Nos embrioes mais desenvolvidos, nos quais a go- 

nada comega a se individualisar, pode-se verificar a 

presenga das pequenas celulas germinativas localizadas 
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na sua periferia tomando intensamente a cor vermelho- 

violete. 

V 

Mais tarde, celulas que recolorem o reativo de 

Schiff sao encontradas entre os cordoes epiteliais das 

gonadas indiferentes. Sao as pequenas celulas germi- 

nativas, que continuaram sua migragao. 

VI 

Nos testiculos de animais recemnascidos das espe- 

cies por nos examinadas (cao, gato, gamba e rato), nao 

sao encontrados elementos histiocitarios entre os tubos 

seminiferos durante os primeiros meses de vida extra- 

uterina. 

VII 

Provavelmente, o mesenquima existente entre os 

tubos de Wolff utilisados na formagao da gonada 

masculina, bem como o que se acha em relagao com o 

epitelio germinativo fornecera exclusivamente material 

para a construgao da parede dos tubos e envoltorios. 

VIII 

Da conclusao anterior resulta que os histiocitos 

encontrados ao lado de celulas que nao tomam o corante 

vital nos testiculos jovens e adultos so podem ser ele- 

mentos imigrados. 
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IX 

O momento exato em que se da a penetragao dos 

histiocitos que vao assumir o aspecto de "celulas inter- 

sticiais" e permanecer entre os tubos seminiferos con- 

fundindo-se mais ou menos com as autenticas celulas 

intersticiais epiteliais, nao pode por nos ser determi- 

nado. E' variavel segundo o animal considerado. 

X 

Nos testiculos jovens a reagao de F.-V. e positiva 

em certas celulas intersticiais (seriam as verdadeiras 

celulas secretoras do hormonio masculino) bem como 

no sincicio sertoliano, isto e, nos dois elementos de rea- 

qao homologa a das "pequenas celulas germinativas" da 

eminencia genital. 

XI 

Ha uma epoca de "pobreza" em celulas intersti- 

ciais nas gonadas jovens (animais recemnascidos); onde 

se pode verificar com maior nitides a coloragao violete 

nas celulas nutritivas de Sertoli. 

XII 

As celulas intersticiais do testiculo encarregadas 

da secregao dos hormonios masculinos (celulas de Ley- 

dig — sensu strictu), tern origem no epitelio celomatico 

(eminencia germinativa) e podem ser seguidas, gragas 

a reagao de F.-V. positiva nelas, nas diversas etapas 
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de sua evolugao, desde o epitelio do celoma ate o tes- 

ticulo adulto. 

XIII 

Podemos afirmar que a celula intersticial de Ley- 

dig e de origem epitelial, pois alem de sua morfologia, 

da significaqao fisiologica de sua secregao e de suas 

reagoes histoquimicas, fatos esses ja observados, tem 

origem embriologica e comportamento perante o rea- 

tivo de Schiff que justificam essa natureza epitelial 

a partir do epitelio do celoma. 

XIV 

As celulas intersticiais do testiculo (celulas inter- 

sticiais, sensu latu) descritas pelo autor, dividem-se em 

dois tipos: a) celulas de origem epitelial (celulas in- 

tersticiais, sensu strictu), encarregadas da secregao 

interna do testiculo; b) celulas de origem mesenqui- 

matosa, pirrolofilas, de fungao desconhecida. 

XV 

A presenga de numerosos histiocitos entre as ce- 

lulas intersticiais epiteliais no testiculo, comparada ao 

fenomeno semelhante observado em outras glandulas 

de secregao interna (p. ex. ovario), permite levantar a 

hipotese de uma interagao fisiologica de natureza se- 

cretora entre esses dois tipos de celulas, hipotese que so 

trabalhos futures poderao confirmar ou infirmar. 



ABSTRACT 

The present research intends to contribute to the 

enlightenment of origin and nature of the interstitial 

cells of the testicle. It consist of 3 parts: 

The first contains a historical review of the opi- 

nions uttered to the problem treated here, and analizes 

especially the two between which nearly all authors 

working on the subject are divided. The interstitial 

cells are considers as epithelial (epithelium of the 

coeloma) by some authors and as mesenchymal by 

others. 

In the second part material and methods are des- 

cribed. We worked with embryos of chicken, rat and 

opossum and with testicles of rat, opossum, dog and 

cat. We needed a technique to stain the epithelial cells 

electively and another one that allows to identify the 

mesenchymal elements electively. For the first purpose 

we applied the process to show plasmal, the well-known 

method of Feulgen-Verne; for the second vital inje- 

ction of lithium-carmine. On the coloured plate of figs. 

A and B., both from Feulgen-Verne slides, fig. A 

shows a testicle of a 20 days old rat (the microphoto 

is fig. 9); fig. B is the coelomatic epithelium of a 

chicken embryo, to point out the Feulgen-Verne posi- 

tiveness of the small germ cells. Fig. C, from the 
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interstitium of an adult opossum testicle, serves to 

demonstrate the co-existence of cells of equal aspects 

of interstitial testicular cells, of which some are 

Feulgen-Verne positive (reddish violet), while others 

have stores lithium carmine (red). 

In the third part we discuss the arguments of the 

earlier authors concerning origin and nature of the 

interstitial cell and confront them with our own re- 

sults. Finally we come to the following conclusions: 

I — The cells of the genital ridge of vertebrate 

embryos (rat, cat, opossum, chicken) like those of 

every coelomatic epithelium have a cytoplasm that 

allows to identify the presence of plasmal by means of 

the Feulgen-Verne reaction (R. F. V ). 

II — In the chicken the primordial gonocytes 

stain less intensely with R.F.V- than the small germ 

cells. 

III — The reddish violet staining of the R.F.V., 

shown in the coelomatic epithelium including the ge- 

nital ridge, and in the mesonephric tubules, contrasts 

with the aspect without specific staining in the neigh- 

bouring mesenchyme. 

IV — In more advrmced embryos, in which the 

gonad begins to individualize, one may verify the pre- 

sence of the small germ cells lying in its periphery 

and staining intensely reddish violet. 

V — Later on the cells staining with Schiffs 

reactive appear among the epithelial cords of the indif- 

ferent gonads. These are the small germ cells that 

have continued their migration. 
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VI — In the testicles of new born animals of the* 

species examined (dog, cat, opossum and rat) one does 

not find histiocyte elements between the seminiferous 

tubules in the first months of extra-uterine life. 

VII — Probably the mesenchyme between the* 

Wolffian ducts that contribute to the formation of 

the male gonad, as well as that in connections with 

the germ epithelium, will only produce material for 

the construction of the wall of the tubules and the- 

capsule. 

VIII — From the previous conclusion results,, 

that the histiocytes found among the cells that do not 

stain with vital die, in the young and adult testicles^ 

only can be immigrated elements. 

IX — We cannot determine the exact moment 

for the penetration of the histiocytes that a^e going 

to assume the aspect of "interstitial cells" and to stay 

between the seminiferous tubules where they mingle 

with the authentic epithelial interstitial cells. The 

moment varies corresponding to the animal examined. 

X — In young testicles the R.F.V. is positive in 

certain interstitial cells (that might be the true secre- 

tory cells for the male hormone) as well as in the ser- 

tolian syncytium, that is, in the two elements of rea- 

ction equal to that of the "small germ cells" of the 

genital ridge. 

XI — There is a period of scarcity of interstitial 

cells in young gonads (of new born animals) when 

the reddish violet staining of the sertolian nurse cell, 

is seen more clearly. 
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XII — The interstitial cells of the testicle charge 

with the secretion of the male hormone (Leydig-cells 

properly speaking) originate in the coelomatic epithe- 

lium (genital ridge) and can be traced, thanks to their 

positive R.F.V. in the various steps of their develop- 

ment from the epithelium of the coeloma to the adult 

testicle. 

XIII — We can ascertain that the interstitial 

Leydig-cell is of epithelial origin, because, beside its 

morphology and the physiological signification of its 

secretion and its histochemical reactions, that are 

already well-known facts, its embryological descent and 

reaction to Schiff's reactive justify this epithelial na- 

ture from the time when it leaves the coelomatic 

epithelium. 

XIV — The interstitial cells of the testicle (inter- 

stitial cells generally speaking) described by the author, 

are divided into two types: a) cells of epithelial origin 

(interstitial cells properly speaking) charged with the 

inner secretion of the testicle and b) pirrolophile cells 

of mesenchymal origin and unknown function. 

XV — The presence of numerous histiocytes 

among the epithelial interstitial cells of the testicle, 

compared with similar phenomena in other endocrine 

glands (for instance the ovary) allow to exhibit the 

hypothesis of a physiological interaction of the secre- 

tori nature in these two types of cells. This hypothesis 

may be approved or rejected by future research. 
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Fig. 1 
0c-: 9_~ 0bj-: -0 — Zeiss. Fix. formoFplatina — congelaga* 
— reagao de Feulgen-Verne. " Embriao de galinha de 4 dias ( 
meio . Regiao do mesomefros. Eminencia germinativa forte 

mente corada. 
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Fig. 2 

Oc.: 9 — Obj.: 20 — Zeiss. Fix. formoFplatina — congelagao 
— R. E.-V. "Embriao de galinha de 6 dias". Regiao do meso- 
nefros. Epitelio celomatico, tubos do corpo de Wolff e eminencia 
germinativa intensamente corados. Mesenquima em torno dos 

tubos e revestindo o epitelio: reaqao negativa. 



Fig. 3 

Oc.; 9 — Ubj.: 20 — Zeiss. Fix, formol-platina — congelagao 
— R. F - . Embriao galinha de 8 dias Regiao do polo 
caudal do mesonefros. Gonada ainda presa ao epitelio celomatico. 
fortemente corada. Tubos do nefron idem. Mesenquima adjacente 
R. F.-V. negativa. Migragao das pequznas celulas germinativas 

para o conjuntivo que reveste a gonada. 
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Fig. 4 

Oc.: 9 — Obj.: 8 — Zeiss. Fix. formol-platina — congel. 
— R. F.-V. " Embriao de galinha de 9 dias ". Regiao das go- 
nadas. Entre os nefrons e o mesenterio, gonadas ja diferenciadas 
e fortemente coradas em vermelho-violete (preto na fotografia). 

Epitelio celomatico e tubos tambem intensamente corados. 



Fig. 5 

Oc.: 9 — Obj.: 20 — Zeiss. Fix. formol-platina — congelaqao 
— R. F.-\r. " Gonada de rato de 20 dias Corddes epiteliais com 
raras celulas coradas. A1 cs^nquima R. F.-V. negativa. Celulas 
extra " cordonais" intensamente coradas na superficie do orgao e 
no polo superior (peq. cel. germinal.). Albuginea F.-V. negativa. 

Ac ma e a esquerda tubo de Wolff: epitel o F.-V. positive. 

Fig. 6 

Oc.; 9 — Obj.: 40 — Zeiss. Fix. formol-platina — Congei. 
— R. F.-V. " Testiculo de gamba de 7,5 cts. ainda no marsupio" 
Tubos semimferos repletos de celulas F.-V. negativas. Limites 
dos tubos F.-V. positives. Ausencia quasi completa de elementos 

intersticiais. 



Fig. 7 

Oc-: ^ — Obj : 6 — Zeiss. Fix. formol-platina — Congel. 
" I • 1 ssticulo de gato de 30 dias injetado de litio-car- 

mim Celulas coradas intensamente R. F..V- dispostas na superfi- 
cie do orgao entre os tubos seminiferos e a albuginea. Histiocitos 

impregnados ' de litio-carmim situados no conjuntivo da albuginea 
Nao se encontram elementos histiocitarios entre os tubos semini- 

feros. 
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Fig. 8 
Oo.; 6 — Obj.: 20 — Zeiss. Grande aumento do corte anterior. 
Seta superior: histiocitos na albuginea. Seta inferior: Massa de 
celulas F.-V, positivas; sao as celulas intersticiais. (em preto). 



Fig. 9 

Oc,: 9 — Obj.: 8 Zeiss. Fix. formol-platina — Congel. — 
R. F.- \ . J esticulo de cao". Celu!as intersticiais coradas inten- 

samente (em preto) pelo F.-V. 
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Fig. 10 

Oc.: 9'— Obj.: 40 — Zeiss. Grande aumento de uma regiao do 
corte anterior. As cabegas dos espermatozoides estao relativamente 

coradas. 



Fig. 11 
Oc.: 9 Obj.: 40 — Zeiss. Fix. fonnol-platina — Congel. 

7" R .F-'} ' " Testi'culo de gamba joven4'. Ao lado de celulas 
mtersticiais coradas intensamente pcla F.-\'. (preto) fileiras de 

cciulas conjuntivas F.-\r. negativas (cinzento). 
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Oc.: 9 — Obj.: 20 — ZcF.v Fix. formol-platina — Congel 
— R- F.-V. " Testiculo de cao adultoRegiao da rete-testis. 
Grupo de celulas imersticiais de Leydig em torno dos tubos, co- 
radas intensamente pela F.-V. O cpitelio dos tubos tambcm 

tem uma reagao positiva. 



Fig. 13 

Oc.: 6 ~ Obj.: 20 — Zeiss. Fix. Formol-platina — Indusao 
em parafina. H. E. " Testiculo de gamba adulto". Entre os 
tubos seminiferos: riqueza de celulas intersticiais intensamente 

coradas. 

> 

Fig. 

Oc.: 9 — Obj.; 8 — Zeiss. Fix. Formol-platina —■ Congel. 
— R. F.-V. "Testiculo de cao jovem". Aspecto da regiao da 
rete-testis. Cels, intersticiais coradas intensamente pela F. V. (em 

escuro) contrastando com o conjuntivo. 





A colchicina e os paramecios 

ROSINA DE BARROS 

INTRODUgAO 

A colchicina tem, atualmente, chamado a atengao 

do mundo cientifico pelos sens efeitos verdadeiramente 

surpreendentes sobre certas plantas. Assim, Nebel 

(16), Dermen (9), Morrison (15), Blakeslee (1-8) 

e sens colaboradores (Avery^ Warmke, etc.), Smith 

e Harold (17) e outros aplicando o metodo colchici- 

nico de Dustin (11 e 12), primeiro Autor que ob- 

servou o efeito carioclasico da colchicina, conseguiram 

induzir novos tipos, chegando a analise citogenetica dos 

mesmos. 

Blakeslee tratando sementes com a colchicina, 

obteve plantas poliploides de Datura e Portulaca com 

tecidos 4n e 8n. Poude conseguir uma flor com polen 

8n a partir de sementes 4n submetidas a este tratamento. 

Dermen dobrou tres e ate quatro veses o nn- 

mero diploide (2n=12) de cromosomas em celulas 

dos pelos estaminais de Rhoeo discolor, 

Sem grandes dificuldades, novos tipos vegetais 

podem-se formar com o emprego da colchicina. Cite- 
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mos como exemplo o fato de que Blakeslee em cola- 

boragao com Avery (2) conseguiu duplicar, em pouco 

mais de um dia, o numero de cromosomas em 65 tipos 

diferentes de plantas com flores pertencentes a 41 es- 

pecies, 24 generos e 14 familias. 

Presentemente, estudos desta natureza estao sendo 

feitos sobre o cafe no Instituto Agronomico de Cam- 

pinas, por Teixeira Mendes (comunicagao verbal). 

Podemos acrescentar aos resultados acima descri- 

tos um outro de grande importancia para o geneticista 

pratico: i 

£ assim que Blakeslee e Warmke (8) transfor- 

maram, por meio desta droga, plantas hibridas, antes 

estereis, resultantes do cruzamento entre especies di- 

ferentes (Nicotiana tabacum x Nicotiana ghitinosa, 

etc.) em ferteis. O mesmo exito alcangaram Smith 

e Harold (17) com plantas hibridas estereis do ge- 

nero Nicotiana {N. tabacum x N. rustica, etc.). 

Bstes resultados representam um notavel pro- 

gresso na cito e na fito genetica, e, quiqa, na zooge- 

netica. Parece-nos que entre os animais, Dunham,, 

Howard e Reid (10) conseguiram induzir com esta 

droga tres tetraploides de Daphma longisptna. Digo 

parece, porque fizeram esta afirmaqao baseando-se em 

observa^oes sobre a viabilidade, crescimento, ativi- 

dade reprodutora, tamanho, robustes geral e duragao 

de vida (em menor grau que nos individuos paternos) 

e nao em estudos citologicos. 
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. Outros efeitos teem sido obtidos entre os animais. 

Nebel (16) submeteu ovos de Arhacia punctulata 

ao tratamento pela colchicina e verificou que em de- 

terminadas concentragoes esta droga inhibe o desen- 

-volvimento do ovo. 

Em experiencias ainda nao publicadas, observa- 

mos os seguintes efeitos da droga sobre Drosofilas 

da raga black, 

a) Fracas concentragoes de colchicina (0,001%) 

determinam a morte do animal apos nove a dez dias 

de permanencia no meio colchicinado.^ Ha postura de 

ovos, dos quais uns se desenvolvem ate o estado de 

larva jovem e outros nao; 

b) Submetido a concentragSes mais fortes deste 

alcaloide (0,01%), o animal morre dentro de sete ou 

oito dias, nao havendo postura de um so ovo. 

Desejando investigar a agao da colchicina sobre 

os paramecios, fizemos varias experiencias, que pas- 

samos a descrever. 

MATERIAL E M^TODOS 

O material com que trabalhamos e representado 

por ciliados pertencentes a especie Paramaecium cau- 

datum, Ehrbg. e provenientes de um meio preparado 

com folhas secas de alface e agua de torneira. Esses 

paramecios for am o manancial de onde retiramos o 

material para nossos trabalhos. 
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Fizemos oito experiencias, a maioria com mate- 

rial bacterizado e meio de cultura bacterizado ou nao. 

Chamaremos "uma experiencia" a tun conjunto de 

observagoes sobre repicag-ens a partir de um material 

homogeneo, que teve por origem um unico paramecio. 

Nas duas primeiras experiencias usamos caldo de 

alface nao esterilizado, como meio de cultura. Nas 

quatro seguintes este meio foi substituido por caldo 

de carne a 0,2% e nas ultimas por caldo de carne a 

0,06% e 0,025%, respectivamente. 

Na preparagao do caldo de carne, tanto para as 

culturas esterilizadas como para as nao esterilizadas, 

foi observada a seguinte tecnica: 

1 — Dissolve-se 1 gr. de extrato de carne em 

500 cc. de agua distilada. 

2 — Ferve-se ate completa dissolugao; em segui- 

da, junta-se carbonato de sodio ate alcalinizar o meio, 

ao papel de turnesol. 

3 — Ferve-se novamente durante cinco minutos. 

e, finalmente, 

4 — Autoclava-se a 120° durante quinze minutos. 

Uma experiencia abrangia duas series de quatro 

culturas cada serie: uma cultura testemunha e tres 

culturas (l.a, 2.a e 3.a) com concentragoes progressi- 

vamente maiores de colchicina. O numero das repi- 

cagens variou, em cada serie, entre 2 e 14, conforme 

as experiencias. Os resultados, no que respeita ao 

numero de animais, foram registrados vinte e quatro 

boras, bem como quarenta e oito boras apos cada re- 

picagem. 
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Para a obtengao de um paramecio destinado a uma 

experiencia, isolavamos um animal da nossa cultura 

heterogenea; no fim de quarenta e oito horas tinhamos, 

para iniciar as repicagens, um lote de paramecios 

-irmaos (quasi sempre 16 individuos), geneticamente 

iguais, oriundos todos do mesmo tronco. 

Como ja dissemos atras, dividimos cada experien- 

cia em duas series: 

Serie A — Uma ves obtido um lote de paramecios 

-irmaos, colhiamos desse lote os quatro animais para 

as quatro culturas. Para as successivas repicagens, 

os animais provinham da cultura testemunha da repi- 

cagem anterior. Cada repicagem era feita, portanto, 

a partir de animais que nao haviam, anteriormente, 

sofrido a agao da colchicina. 

Serie B — Quando procediamos a primeira repi- 

cagem dos animais da serie A, iniciavamos esta serie 

colhendo quatro animais da l.a ou da 2.a cultura inicial 

da serie A, e, nas outras repicagens, o animal era co- 

Ihido sempre da l.a ou da 2.a cultura da repicagem 

precedente. Portanto, trabalhavamos com material ja 

antes colchicinado. O esquema A esclarece a maneira 

com que conduzimos as experiencias. 

O animal era transportado em uma pipeta capilar 

para um vidro de relogio contendo uma gota do meio 

de cultura. Isto para facilitar a verificagao da pre- 

senga do ciliado no novo meio. Com um conta-gotas 

completavamos o volume do meio de cultura, e, em 
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segmda, adicionavamos a colchicma contida num outro 

vidro conta-srotas. 
4 

No decorrer das nossas experiencias, 0,001^? e 

2% foram os limites minimo e maximo das concen- 

tra^5es usadas, ou seja, o mesmo limite maximo das 

concentragoes aconselhadas por Dermen (9) na indu- 

gao de plantas poliploides, para um limite minimo de 

0,025%. 

Tecnica adotada nas experiencias com material e 

meio asepticos: 

1 — Colheita de alguns animais (em geral seis 

para evitar possivel perda do material) sendo, no fim, 

aproveitados quatro. 

2 — Piassagem por nove vidros de relogio.con- 

tendo 10 gotas do mesmo meio de cultura, por em, mais 

diluido (caldo de carne a 0,025%) e cobertos com pla- 

cas de Petri, substituindo-se a pipeta capilar de tres 

em tres banhos. 

3 — Transporte de cada animal, a partir do 9.° 

vidro para mais seis vidros contendo 10 gotas do meio 

a 0,025%, substituindo-se as pipetas de dois em dois 

vidros, e, nos dois ultimos banhos, uma pipeta para 

cada vidro. As borrachas para as pipetas permane- 

ciam na agua em ebuligao ate o momento de uso. 

Iistes dois tempos (2 e 3) visavam lavar o infu- 

sorio e priva-lo, assim, dos germens que poderiam con- 

taminar a cultura. 

4 — Passagem do animal para um gode de vidro, 

o qual contem o meio de cultura definitivo. 

Todas estas operagoes eram controladas ao mi- 

croscopio estereoscopico e obedeciam a tecnica para a 
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obtengao de culturas asepticas. A esterilizagao dos 

objetos e do caldo de carne fazia-se em forno Pasteur 

e autoclave, respectivamente. 

Para as culturas colchicinadas foi empregada col- 

chicina Merck em solugao a 0,04% em agua distilada. 

OBSERVAgOES 

Trabalhamos com paramecios dificilmente cultiva- 

veis, mesmo quando, como recomenda Metalnikov 

(13 e 14), empregavamos caldo de carne a 0,025%. 

Frequentemente, apos algumas repicagens, os animals 

morriam. Nao conseguimos ultrapassar quatro repi- 

cagens nas culturas da serie A. Em consequencia, um 

primeiro resultado se destacou em todas as experiencias: 

A adigao de colchicina ao meio de cultura aumenta 

a resistencia desses infusorios, o que explica o maior 

numero de repicagens para as culturas da serie B, re- 

picagens feitas a partir de material colchicinado. 

Como nao nos interessava obter culturas indefi- 

nidas de paramecios, mas, sim, estudar a agao da col- 

chicina sobre eles, acreditamos que o fato de termos 

usado um meio relativamente desfavoravel aos animais 

com que lidamos, nao apresenta inconveniente, servin- 

do, ao contrario, para demonstrar este curioso aumento 

da resistencia dos paramecios, desde que tratados pela 

colchicina, o que passaria despercebido num meio intei- 

ramente favoravel. 
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Os resultados das nossas experiencias foram con- 

cordantes no que diz respeito a aqao da colchicma, 

tanto com material com bacterias, como sem elas. 

Dissemos "no que diz respeito a agao da colchicina", 

pois no meio com bacterias a taxa das divisoes foi 

maior, consequencia da maior quantidade e qualidade 

de alimento. 

A titulo de ilustra^ao trazemos aqui os resultados 

da experiencia IV, series A e B (quadros n.0 1 e n.0 2). 

Quadro n01 

Experiencia IV 

Data Serie 

Ordem 

das 
Culturas 

Tempo 
para 

leitura 
dos re- 
sultados 

flumero de divi- 
soes eotre uma 
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gem. 
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0 
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Qyadro n0i£ 

E^periencia IV 

tl- de 
gotas de 
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na a 

O.O'i-ro 
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Pela analise do quadro n.0 1, verificamos que a 

maior taxa das divisoes foi assinalada nas seguintes 

culturas: l.a repicagem.— l.a cultura (3-P ) ; 2.a 

repicagem — 2.a cultura (5) e 3.a repicagem — l.a 

cultura (4 —). 

O ritmo de divisao na serie B (quadro n.0 2) foi 

mais acelerado na l.a cultura com 5, 4, 5-j , 6 e 5 

divisoes correspondentes as 5.a 7.a 12.a, 13.a e 14.a re- 

picagens, respectivamente; na 2.a cultura com 4 4- 

4, 4, 5 e 3 — divisoes na^ l.a, 2.a, 8.a, 10.a e ll.a 

repicagens, respectivamente. Nas 3.a, 4.a e 9.a.rep!- 

cagens a taxa maxima foi registrada concomitante- 

mente nas l.a e 2.a culturas. 

Estes maximos de divisao nas culturas l.a e 2.a 

seriam determinados pela agao da colchicina acele- 

rando o ritmo das divisoes. 

Os resultados desta experiencia TV, confirmados 

pelas demais, veem demonstrar: 

a) Dentro das doses de colchicina por nos usa- 

das, os paramecios adquirem maior resistencia. Assim, 

na experiencia IV, a serie A, onde os animais eram 

retirados da cultura T, limitou-se a tres repicagens, ao 

passo que na serie B, cujos animais provinham da 

cultura n.0 1 este numero subiu a quatorze. Nas de- 

mais experiencias os resultados estudados nas duas se- 

ries, comparativamente, foram da mesma ordem. 

b) Ha uma aceleragao do ritmo de divisao por 

unidade de tempo, pois, os maximos das divisoes foram 

geralmente verificados tanto na serie A, como na 
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serie B, com material colchicinado e este resultado foi 

confirmado com culturas asepticas. Em uma ou outra 

repicagem observa-se um efeito contrario, isto e, 

maior taxa na cultura T. E' o que acontece com a 

6.a repicagem da experiencia IV, serie B (quadro 

n.0 2). Nao sabemos a causa. Talves a qualidade do 

alimento,. . 

Foram empregadas nas experiencias I e IV as 

concentragoes mais fracas e mais fortes, respectiva- 

mente, das culturas ns. 1, 2 e 3. Em consequencia, 

houve passagem do maximo das divisoes, sempre ob- 

servado na 3.a cultura da experiencia I para a l.a ou 

2.a cultura da experiencia IV. 

Em nossas varias experiencias verificamos que 

ha uma larga faixa de concentragoes (de 0,013% a 

0,036%) dando resultados da mesma ordem de gran- 

deza e correspondentes a maximos de divisao. 

Num meio a 0,037% de colchicina para 0,013% 

de meio nutritivo (3.a cultura das experiencias IV e V) 

o retardamento do ritmo de divisao pode ser atribuido 

ao empobrecimento alimentar do meio e provavelmente 

tambem ao p H. Verificamos que a agua distilada 

(de reagao acida ao papel de turnesol) e incompativel 

com a sobrevivencia dos nossos paramecios. Dissol- 

vem-se apos 10-30 minutos de permanencia nesta agua. 

Ora, como ja dissemos atras, a solugao de col- 

chicina (0,04%) foi preparada com agua distilada. 

Assim, uma grande diluigao do meio de cultura acar- 

retaria ua maior alteragao de seu pH. O animal em 

meio a 0,038% de colchicina, ou seja: 1 gota de meio 
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para 29 gotas deste alcaloide, dissolve-se mais ou menos 

no mesmo espago de tempo que na agua distilada ja 

referida. Trata-se, portanto, da influencia do p H. 

Para, por outro lado, provar a influencia do em- 

pobrecimento do meio, fizemos uma cultura com 2% 

de colchicina e 0,1% de caldo de carne. O paramecio 

sobreviveu e se dividiu. Isto significa que a colchi- 

cina a 0,038% nao constitue a causa-mortis do animal 

e que um meio onde a concentragao do alcaloide e 54 

veses maior que 0,038%, e onde a quantidade de ali- 

mento (dezeseis veses superior a do meio a 0,038% de 

colchicina) permite ao animal responder a aqao do 

estimulante, dividindo-se. Explica-se, tambem, assim, 

a diminuigao da taxa das divisoes nas culturas onde 

o meio colchicinado e bastante diluido. 

A maior resistencia dos paramecios da serie B 

em consequencia da agao da colchicina nao deve ser 

interpretada como capaz de demonstrar a transmissao 

hereditaria de um carater adquirido, pois que os para- 

mecios ao se reproduzirem (nao houve conjugagao 

durante as experiencias) nao fazem mais do que se- 

parar o seu corpo em dois pedagos, cada um dos quais 

esta impregnado das substancias contidas no meio em 

que vive. 

Queremos salientar aqui que nao fizemos ua mi- 

nuciosa analise citologica de nossos paramecios, mas 

nao observamos modifica^oes de tamanho ou de forma 

no decorrer das experiencias, e, por isso, acreditamos 

que nos paramecios a colchicina nao entrave a divisao 
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-do citoplasma, fato determinante, nas plantas, do poli- 

ploidismo (ja que a divisao dos cromosomas nao o e). 

Assim; aos efeitos da colchidna sobre as plantas 

duplicando o numero de cromosomas, e, em consequen- 

cia, induzindo a formagao de novas especies, trans- 

formando hibridos estereis, resultantes do cruzamento 

entre individuos de especies diferentes, em ferteis; 

sobre os animais provocando a cicatrizagao rapida ao 

nivel das inflamagoes cronicas, aumentando o grau 

das estimulagoes hormoniais, paralisando a segmenta- 

gao do ovo, etc., podemos acrescentar a aceleragao do 

ritmo de divisao dos paramecios por unidade de tempo, 

bem como o aumento de sua resistencia. 

E' o que concluimos das oito experiencias que rea- 

lizamos entre 24 de novembro de 1938 e 22 de abril 

de 1939 no Departamento de Biologia Gerai da Facul- 

dade de Filosofia, Ciencias e Letras da Universidade 

de Sao Paulo, dirigido pelo nosso mestre Prof. Andre 

Dreyfus, a quern somos reconhecida pelas aten^Ses 

que nos vem dispensando, pondo a nossa disposigao 

laboratorio e material para estes e outros estudos que 

estamos empreendendo, sugerindo, orientando e revendo 

o presente trabalho. 



CONCLUS6ES 

1 — A colchicma determina um aumento da taxa 

de reprodugao do Paramaecium caudatum, Ehrbg., sem 

atingir o seu patrimonio hereditario, o que se demons- 

tra pelos resultados perfeitamente identicos da cultura 

T da serie A com os da cultura T da serie B. 

2 — Este efeito tem um limlte, alem do qual 

(talves devido ao empobrecimento do meio e a modi- 

ficagao de sua reagao) se observa uma diminuigao no 

ntmo de divisao. 

3 — Paramecios tratados pela colchicma adqui- 

rem maior resistencia que os nao tratados, efeito que 

persiste apenas emquanto sao submetidos a agao da 

droga. 

4 — Pela conclusao anterior, elimina-se a afir- 

mativa da transmissao hereditaria de um carater ad- 

quirido, no que diz respeito a resistencia. 

5 — Nao foi observado que a colchicma pudesse 

determinar nos paramecios parada de divisao do cito- 

plasma, sem impedir os fenomenos nucleares da mitose, 

fato verificado em muitas plantas. 
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SUMARIO 

Diante dos resultados experimentais alcanqados 

com a colchicina, resolvemos investigar o efeito desta 

droga sobre os paramecios. 

Fizemos oito experiencias, a maioria com material 

bacterizado e meio bacterizado ou nao e orientadas se- 

gimdo o esquema A. O numero de repicagens variou 

entre 2 e 14, conforme a experiencia. Trabalhamos 

com ciliados geneticamente iguais, portanto, da mes- 

ma raga, classificados como Paramaecium caudatum, 

Ehrbg.. Os animais eram dificilmente cultivaveis 

mesmo em caldo de carne a 0,025% (Metalnikov — 

13 e 14). Usamos como meio de cultura: caldo de 

alface (exper.8 I e 11); caldo de carne a 0,2% (exper.' 

HI, IV, V e VI), a 0,06% (VII) e 0,025% 

(exper. VIII). 

No decorrer destas experiencias foi empregada 

colchicina Merck em concentraqoes que atingiram um 

minimo de 0,001% e um maximo de 2%, abrangendo 

assim as concentragoes empregadas na indugao de 

plantas poliploides. 

Os resultados alcangados na experiencia IV (qua- 

dros n.0 1 e n.0 2) foram confirmados pelos das outras 

experiencias. Sao eles: 

a) Maior resistencia adquirida pelos paramecios 

em meio colchicinado, e, em consequencia, possibilidade 

de maior numero de repicagens na serie B em relagao 

a serie A.; 
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b) Aceleragao do ntmo de divisao desses animais 

em culturas tratadas pela colchidna; 

c) Nenhum efeito inhibidor sobre a divisao do 

citoplasma. 

Conclusdo — A colchicma age sobre os parame- 

cios aumentando a sua resistencia e a sua taxa de 

reprodugao. 

ABSTRACT 

The effect of colchicine on Paramaecium cauda- 

tum, Ehrbg., studied in 8 series of experiments with 

bacterized, non-bacterized and half-bacterized cultures, 

as shown in scheme A. The cultures were replanted 2 

to 14 times. All the paramecia in each one of the expe- 

riments were of the same origin and consequently gene- 

tically identical. Culture, even in meat broth 0,025% 

(Metalnikov 13 and 14) was difficult. The animals 

were cultivated in the following liquids: broth of let- 

tuce (exp. I and II), meat broth 0,2% (exp. Ill, TV, 

V and VI), to 0,06% (exp. VII) and 0,025% 

(exp. VIII). 

In these experiments we applied colchicine Merck 

in concentrations from 0,001% to 2,0%, that include 

those used in the experiences inducing polyploidy in 

plants. The results of our series IV (graphics n. 1 

and 2) were ascertained by those of the other experi- 

ments. They are: 
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a) Greater resistence of paramecia in colchici- 

nized medium, and consequently possibility of a greater 

number of replantations in series B than in series A. 

b) Acceleration of the division rate in the ani- 

mals cultivated with colchicine. 

c) No effect whatever preventing the division 

of protoplasm. 

Conclusion — Colchicine acts on Paramaecium 

caudatnm, Ehrbg., augmenting their resistence and the 

reproduction rate. 
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