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Sobre a distribuicao da nucleina no
virus tuberculoso ()

por
A. FONTES

(Professor ¢ Chefe de Servico no Instituto Oswaldo Cruz)

(Com a estampa LIX)

Técnica:
Reagentes: Alcool a 96¢°.
Benzol.

A — Soluedo normal de HCI.

B — Liquido de Feulgen (acido-fucsina sulfuroso).
Preparacao:

Dissolver 1 gr. de fuesina basica em 200 cc. de agua fervente.
Quando a temperatura baixar a 50.¢ C. filtrar em papel. Juntar ao
filtrado 20 ce. da solucdo normal de HCI.

Quando a temperatura do filtrado baixar mais ou menos a 25.° C.
juntar 1 gr. de bisulfito de s6dio anidro (pro-analise). Deixar em frasco
fechado, ao menos 24 horas, em lugar escuro, 4 temperatura ambiente.

(*) Recebido para publicacio a 10 de Novembro de 1933.
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C — Solucio de SO,. (Convem ser recentemente preparada).

A 200 cc. de agua juntar 10 cc. de uma solu¢io de bisulfito de
sédio a 109 e adicionar 10 cc. de solucio normal de HCI.

Procedimento:

Pequenos fragmentos de cultura em véo em meio de Sauton, de
bacillo da tuberculose do tipo humano, com 45 dias de idade, foram
deposilados cuidadosamente em laminas e esfregados brandamente com
o fim de obter o espalhamento mais perfeito possivel. As laminas foram
imediatamenie imersas em alcool a 96°, oude permaneceram durante 48
horas, para fixacio do preparado.

ApoGs ésse prazo foram imersas em benzol onde permaneceram
durante 3 a 4 dias.

Procedeu-se, depois, a4 hidrélise das purinas imergindo as pre-
paracdes durante 5 minutos em solucio normal de HCIl, aquecida 4 tem-
peratura de 60° C. e em seguida 4 reacdo nucleal imergindo as pre-
paracdoes no liquido de FFeulgen (B) durante 1 hora.

Os preparados depois foram passados sucessivamenle em 3 « be-
cherglas » cheias de solucio de SO, e posteriormente lavados durante 10
minutos em agua corrente.

Preparacoes identicas, feitas ao mesmo tempo, foram retiradas do
benzol e submetidas 4 coloracio pela solucio de Giemsa, durante 24
horas, empregada na dose de 1 gota e meia por cc. de agua.

o

A observacio microscopica de um fragmento de cultura de tu-
berculose em péle, corada pelo methodo de Ziehl-Fontes, mosira a ele-
tividade diversa de tres substancias constituintes da colonia, que traduz
a diferenca da natureza quimica dessas substancias.

O preparado se mostra com um fundo cérado em azul palido,
constituido por uma substancia com aspcto alveolar, sdobre a qual se
dispoem bastonetes, corados em vermelho rubi, em cujo corpo se vém
granulacdes coradas em violeta escuro. Assim observamos a exislcncia
de uma substancia cianofila sem estrutura bacteriana, que serve apa-
rentemente de sustentacio ou de malerial colageno, unitivo, aos baslo-
netes acido-resistentes coérados em vermelho rubi, fucsindéfilos, portanto,
em cujo corpo as granulacdes gramofilas sdo evidenciadas.

Por meus estudos iniciais demonsirei que as granula¢des baci-
lares gramofilas deveriam ser consideradas como centros de reproducdo
bacilar e que eram elas o elemento vivo infectante na tuberculose.
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- Alribui-lhes entdo a constituicio quimica de uma para-nucleo-
albumina que procurei identificar 4 mesma substancia que Auclair e
Paris denominaram bacilo-caseina.

Meus estudos, por essa ocasiio, haviam-me levado 4 conclusio da
filtrabilidade do virus tuberculoso. Este fenomeno foi interpretado como
decorrente da passagem da férma granular através as vélas porodsas.
Posteriormente pude, por observacdes feitas em bacterias diversas, prin-
cipalmente em bacterias do grupo coli-disenterico, estabelecer a existencia
de uma fase no ciclo de desenvolvimento da vida das bacterias, em que
a materia viva se resolve em particulas ldo pequenas e tio dispersas
que escapam a observacdo com os nossos atuais aparelhos de investiga-
¢ca0 microscopica.

No que concerne #& tuberculose essa verificacio foi confirmada
objetivamente por Morton Kahn e por Broeck e a extensa bibliografia
sobre o ultra-virus tuberculoso ji existente, baseia suficientemente a ve-
racidade do fenomeno. Seria, entretanto, inleressante aduzir alguma prova
quimica, capaz de, ainda que de modo indireto, mostrar a possibilidade
da existencia da substancia nuclear dispersa na colonia do virus tuber-
culoso. Até certo ponto esta prova corroboria a hipolése de uma substan-
cia ativa difusa com capacidade regeneraliva e em estado coloidal, ainda
ndo organizada sob a férma bacteriana, ou em outras palavras, existindo
em estado de finissima poeira micelar.

Tal reaciio micro-quimica demonstraria a natureza quimica do ul-
[ra-virus.

A quimica da substancia nuclear é complexa. Na constituicio do
nucleo entram diversas substancias das quais a mais importante ¢ a
mais caracteristica ¢ denominada cromatina, em virtude da propriedade
que ela apresenta de se deixar tingir pelos corantes basicos.

Esta propriedade pertence tambem d4s nucleinas tomadas isolada-
mente.

A cromatina seria, pois, a expressio histologica da nucleina, atri-
buindo as reacdes de coloracio aos acidos nucleicos que a constituem.

Estas reacdes de coloracio nio sio, entretanto, rigorosamente es-
pecificas, € s6 uma reacdo micro-quimica na verdadeira acepcio do térmo
poderia estabelecer a exata qualidade da subslancia cromatica.

Este objetivo foi conseguido com a Reacdo nucleal de Feulgen.

Basea-se esta reacio na hidrélise dos acidos nucleicos e na obten-
¢do da reacao de Schiff, que traduz a existencia de grupos de aldeidos
verdadeiros, pela sintese de um corante quando em combinacio com o
acido fuecsina-sulfuroso.

Assim quando um preparado microscopico contendo nucleos com
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acido timo-nucleico é imerso em acido fucsina-sulfuroso, o preparado
fica incolor. Si, porém, éste preparado for préviamente sujeito a uma
hidrolise muito branda, os corpos de purina serio desdobrados do con-
junto do acido timo-nucleico, e os grupos de reaciio semelhantes ao al-
defdo siio postos em liberdade, mas sendo uma parte integrante do nucleo
do acido-nucleico, ficam com éste in sifu e ligam-se, si o preparado 10r
imerso em acido fucsina-sulfuroso, com o reativo formando um corante
violeta. i o

Désse modo se produz uma sintese do corante nos pontos em que
estd o acido nucleico, expressio quimica fundamental da nucleina.

Si se compara, entretanto. a reaciio microquimica nucleal, com
uma coloracio nuclear feita por corantes basicos, nota-se grande seme-
lhanca nos quadros Oticos. A razdo consiste em que na coloracido pe-
los corantes basicos o acido nucleico é, provavelmente, aquele que retem
o corante, e na coloracio nucleal de Feulgen os acidos nucleicos hidro-
lisados sdo certamente responsaveis, 4 custa dos grupos de aldeidos res-
peclivos, pela sintese do corante que se prende 4 mesma molecula or-
ganica (Feulgen).

Assim, em um preparado microscopico, a imagem fornecida pela
reacio nucleal determinard exatamente os pontos em que a nucleina
existiu, tendo sido neles fixada; por outras palavras, a reacdo posiiiva
nesses preparados dard a imagem topografica da localisacdo da nucleina,
Os preparados que obtive mostram por seu estudo comparado, sujeitos
uns 4 reaciio nucleal e outros a4 coloraciio pelo corante de Giemsa -a
exata correspondencia das imagens coradas.

Nos preparados corados pelo Giemsa a substancia ciandfila de
aspeto alveolar se apresenta em determinados pontos corada em tom
violaceo, com matizes vermelho-tijolo mais acentuados, indicando um' pro-
vavel mistura da substancia cianéfila com a cromatina em estado difuso,
traduzida essa mistura pela coloracio violeta vermelha, proveniente da
superposicio dos corantes azul-eosina. Granulacoes ja perfeitamente esbo-
cadas, outras completamente organizadas, livres ou em bastonetes dife-
renciados, se apresentam coradas em vermelho tij6lo.

Partes do preparado mostram a organizacio de férmas bacilares
delgadas, coradas em violeta, em cujo interior se observam pequenissimos
granulos mais escuros. Granulacdes mais desenvolvidas e ainda em ver-
melho mais acentuado mostram-se como séde de um processo de divisio,
interpretado assim, pelo aspeto de diplococos que apresentam.

Nos preparados sujeitos 4 reacio de Feulgen, a coloracdo violeta
coincide com a localisacio da substancia cianéfila polvilhada de finis-
sima poeira, mais reconhecivel nos pontos espessos do preparado, onde
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0os pequenos granulos vistos traduzem o reliquat das granulacdes bacilares,
representado pelo acido nucleico, nucleo da substancia cromatica que as
compoe.

Em um preparado mal diferenciado foram vistas imagens muilo
interessantes. Os bacilos corados em violeta mostravam em seu interior
granulacoes coradas em vermelho. As imagens eram identicas as oblidas
pelo corante de Giemsa, apezar de se ftratar de lamina sujeita 4 reaciio
nucleal. |

A explicacio do fito consiste em que nio tendo sido completa
a diferenciacdo pelo acido sulfuroso, térmo final da reacio de Feulgen,
houve regeneracio do corante basico (fucsina) nos pontos em que a cro-
matina (no caso nucleina) era 'mais condensada. Prova-se assim, por
um contraste mais nitido, que a nucleina existe em fodo corpo do bas-
fonete, em estado difuso.

Podemos concluir que o virus tuberculoso, em cultura, ¢ consti-
tuido por substancia fundamental onde a nucleina existe em estado di-
difuso, organizando-se no seio dessa substancia as férmas visiveis gra-
nulares que evoluem para as f6rmas em bastonetes ou bacilares.

Pode-se crér que o ultra-virus tuberculoso tenha sua expressio
quimica na nucleina que em estado difuso se mescla a substancia fun-
damental e que em estado micelar, em particular solucio coloidal, con-
serve suas propriedades regenerativas.

EXPLICACAO DA ESTAMPA LIX

Iig. 1—Imagem obtida em uma preparacio de um fragmento de cul-
fura em véo de tuberculose do tipo humano, com a idade de
45 dias submetida a reacdo nucleal. Observa-se finissima poeira
corada (Feulgen positiva) distribuida por toda a massa do
preparado, inclusive na substancia unitiva, alveolar.

Fig, 2—Imagem obtida em um preparado gemeo do n.° 1, corado pelo
metodo de Giemsa. Observa-se a distribuicio da cromatina em
notavel correspondencia com a reacdo nucleal obtida no prepa-
rado n.© 1. A cromalina mosira-se neste preparado intima-
mente mesclada a substancia cianofila alveolar.

Figs. 3 ¢ 5— Fragmentos de véos corados pelo corante de Giemsa nos
quais os bacilos se acham ja organizados e a cromatina neles
distribuida sob a forma de granulos. O tom violaceo dos cor-
pos dos bacilos indica a superposicio dos corantes azul e ver-
melho da solucio de Giemsa, 0 que concorda com a nocio
de intima mistura da substancia cromatica (cromatina) com a
substancia cianofila (primordialmente unitiva).
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Fig. 4 -— Preparacdo submetida 4 coloracio nucleal (Fneulgen) em que
a diferenciacdo ullerior pela solucido SO, foi incompleta, permi-
lindo a regenerac¢io da fucsina nos pontos em que a cromatina
era mais condensada (granulacdes bacilares).
Nos pontos em que a cromaltina era menos densa a reacio foi
positiva (corpos bacilares), indicando por consequencia que a
substancia nucleinica existe em todo o corpo do bastonete.
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A. Fontes: Sobre a distribui¢io da nucleina no virus tuberculoso.
Sur la distribution de la nucleine dans le virus tuberculeux



