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UIMlcA  E   HlsTOFOTORETRIA    I]As    GI,ANml,As DE     CIRENTO      DE
BAliANUS   TINTINNABuliuM (BAliANIDAE-OIRRIIEI)IA

por  Dyrce  Iiacombe

I.   INTROI)UCAO

Ap6s  I.ealizarmos  os  estudos   de  Anatomia  e  Hi.stologia     dos
91andulas  de   cimento  de  Balanus  tintirmabulum  (Iiaconbe,   1966)
verificamos  aL  necessidade  dos  estudos  mais   apurados     s6abre     a
secreeao  do  cimento  destas  glandulas.

Como  nosso  objetivo  inicial  sempre  foi  o  de       deteminar,
qu`|micanente,   a  substancia  responsavel  pela  adesao  destes  an±
mais  Sos  diferentes  substratos,   isto  6,   o  cimento  pl.apriamen-
te  dito,   procuramos,  atrav6s  da  histoquimica,   encontrar      urn
solueao   pELra  o   problema.

Oonforme  mencionamos  em  trabalho  anterior   (Lacombe,1966),
as  glamdulas  de  cimento  de  E_a|apus  tintinnabu|_lap    originam-se
das  c6lulas  hipodermais  que  formam  a  parede   do  manto.   Sao  re-
vestidas  externamente  pelas  c6lulas  do  teeido  conjuntivo,   que
sao  achatadas,   e,   citolbgicamente  diferentes  das  hi|>odemais.

Nos   individuos   jovens  encontramos  as  glandulas  de  cimento
localizadas  ben  na  base  da  carapaea  calcdrea  e,  a  medida    que
a  animal ,vai  cl.escendo,  as  glfndulas  vao  sendo  deslocadas  pa-
rg  o  interior  do  mesmo  em  direcao  ao  ovdrio.   Is'to  ocorre    de-

•vido  ao  cont±nuo  cl'escimento  dos   canals  principais  e  secunda-
rios.  I)esta  forma,  as  c6lulas  glandulares  mais  antigas  sao  eE
contradas  na  regiao  interna  da  zona  ovariana  entr:  os  fol±cu-
1os   do  ovario.   Oonhecendo  a  localizagao  e     o     mecanismo,   pelo
qual  o  cimento  secretado    pelas  glandulas    atinge  a    diversos
substratos,   mos  fol  possivel  empreender  o  presente    trabalho.
Pal.a  6sse  estudo,   solicitanos  o  aur±1io  do  Departanento  de  EE
briologia  e  Histologia  da  Faculdade  de  Medicina  do  Estado    de
S.  Paulo,  na  figura  do Dr.   Ant6nio  Sesso que  gentilmente  oo-
locou  seu laborat6rio.a  nossa  disposicao  e,  tamb6m,   orientou-
-mos  nests  pesquisa.  A  8ste  cientista  nossos  sincerog  agnade-
cimentos.
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I)esenvolvemos  nosBas  pesquisas  em  indiv±duos   Joven8 .a    a-
dultos  da  esp6cie  Balanus  tintinnat)ulum,   pl'osseguindo  da    se-
guinte  maneira:   Para  a  obten'9ao  de  animals   joTen8,     colocamos
na  dgria  do  znar  diversas  plaoas  revestidas  de  papel    celofane,
de  20  on  de  comprimento  por  10  en  de  largura.  I)eilamouts  nor-
gulhadas  por  un  periodo  de  4  a  5  dias,qiiando  entao  retirano.
o  papel  celofane  da  5gua.  Fixados  no  mesmo,   encontramoB    mui-
tos  exemplares  de  Balanideos  pequenos  em  pleno  crescilrento.  A
seguir,   cortamos   o  celofane  em  tiras  de  i  cm  a  2  om    contendo
9s  animals  e,  usanos  diferentes  fixadores,   dos  quais  bs    mai8
empregados  foram:

1)   1iquido  de  Bouin  preparado  com  agua  do  mar.
2)   1iquido  de  Bouin  preperado   com  alcQol  a  7Q¢.
3)   Fixador  segundo  Susa.
4)  Fixador  preparado  com formal  e       fosfato  de  ;6dio.
5)  rixador  segundo  Fleming.

Ho  oaso  dos  Balan.ideos  adultos,   a  t6cnica  empregada  foi  a
de  dissec§ao.  Betil`anos  do  animl  a  regiao  contendo  a.  glinrty
las  de  cimento,  logo  ap6s  a  coleta  dos  miemo..  a  fllanos  o  o-
v6rio  eon  as  glandulas,mos  fixadores  acima  referidos.  .ivono.
o  cuidado  de. mnter  a  nesma  eBpessura  dos  corte3  histol6gicos
e  aB  mesmas  colora§6es,  a  fin  de  evitar  po.sfreie  ezToe  t6cni
COS,

•Ap6s  a  fixaeao,   cujo  tempo  de  duraeao  tar fa  ¢th  o  fl]rador
empregado,   desidl`ataznos  a  peea  pela  s6rie  de  51.cool-t)enlol  |p
oluindo,  finalmente,  as  glandulas  e  o  ov6rio  em  par.fine    oon
latex.   Iodos  os  cort®s  histol6gicog  ot>ede®eran  a  10+  de    a.-
pe8Sum.
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Inicialmente  procuramos  atra,v6s  de  diferer]tes  reac5es  hif
toqu±micas  determinar  o  grupo  a  que  pertence  a  sut)stfncia     de
ci.mento   das  glandulas.  Assim,   aplicamos  diversos  m6todos  his-
toqu±micos  no   decol'rer  do  tl.abalho.   Para  os   5  fixadol.es  emprLg
gados  usamos  varias  t6cnicas  de   coloraeao.   Pudemos,  no  final,
verificar  a  correlaeao  dos  m6todos  de  coloraeao  e  sua  concen-
tragao  con  os  fixadores  usados.

Para  a  evidenciagao  do  aoido  ribonucl6ico  nag  c6lulas glen
a.ulares  dos  Balanideos,   empregamos ,inicialmente  a  t5cmica    de
coloragao  pelo  Azul  de  metileno  de  maneira  corrente,   isto    6,
hidl.atanos,  gradativanente  os  col.tes  histol6gicos  at6    dgua
destilada,   passando.pela  s6rie  dos  alcoois   (100¢,   96¢,     70¢  e
40¢)  e,  finalmente,  £gun  destilada.

Ap6s,   os   cortes  permanecel`an  24  horas  no   corante.    A  pre-
paraeao  do  mesmo  encontra-se   descrito  mals  abaixo.     Finalmen-
te,  lavamos  os  cortes  em  agua,   e  mergulhano-os  no  £1cool  buti
lico  tel`ciario  por  duns  v6zes  e,   depois,   em  xilol.  A  montagem
foi  feita  em  Bdlsamo  de  Canada.

Em  posterior  exane  ao  microsc6pio,  verificamos  a    intensa
quantidade  de  acido  ribonucl6ico,  ben  corado  no    citoplasma
das  c61ulas  glandulares  de  cimento,  e  papa  conprovaeao  destos
I.esultados  obtidos  realizamos  urn  segundo  teste   papa  a.N.A.   e±
pregando,   entretanto,   outro  corante  que  6  o  conhecido  GalocigL
nina,   com  urn    pll  1.64  ou  I.67.  I)eixanos   outras  laminas    neste
corante  durante  48  horas.  0  resultado  obtido  atrav5s  do  coraE
te  Galocianina  confirmou  a  gI.ande  quantidade  de  6cido  ritJonu-
cle'`ico  citoplasmatico  nas  c6lulas  das  glandulas  de  cimento  de
ambas  idades  de  Balanus  tintinnabulun.

-3-



@1   EL3lDL  -QL -DP -Dq-04-¢C!  -Flu

Preparagao  do  Azul  de  Metileno:

pH  4.0      Azul  de  rmetileno  10-3  em  solucao  tanponadapr
acetato  de  s6dio  0,1  M  de  pH  4,b5.   10-3H

Preparacao  da  Galocianina:

100ml  de  alunen  de  cromo  a  #.  Juntar  0,3g  de
'  Galocianjna  e  ferver  durante  5 minutos.    I)ei-

xar  es friar  e  filtrar.  o  pH  deve  ser 1,64.

thanos  urn teroeiro  teste  histoquimico  in  conprovaeao    dos
dados  interiores,  atrav6s  da  enzina  ribonuolease.  Conservrmos
os  cortes  hidratados  no  sentido  horizontal  e  os  recobrimos ocm
a  ribonticlease.  A  seguir  colocamo-os  em  uma  camara  rfuida,    na
estufa  a  50QO  durazite  3  horas.  Depois  disto,   os  cortes,  for.am
lavados  e  mel.gulhados  na  solugao  de  azul  de  metileno,   t6cnioa
semelhante  a  descrita  acima.  Devido  a  digestao  do  dcido  riboT
ziuol61oo  felto  pela  enzima  fit)onuclease,  nao  eTidenciamos      o
corante  azul  de  metileno  nas  c6lulas  glandulares.  Esta  t6cnl-
ca  compro'vou  que  o  material  corado,  anteriormente  pela    Galo-
oianina  e  azril  de  metileno  oorresponde  ao  fcido  ribonuol6ico.

0  resultado  destas  t6cnicas,  anteriormente  usadae,  foi    a
prova  evidencial  de  rna  grande  concentraeao  de  fcido  ribonuL
ol6ico  nag  glandulas  de   cinento  B_alapu_s____i__in_±ippa_bi]|_\]p ,   jovens
e  adultos  j]idicando  serem  as  mesmas  positives  papa  o  doido  ri
t)onuel6ico.

Para  testar  a  presenga  do  g"po  vie-glicois  nestas    c61u-
1as  glandulares;  psamos  a  reaeao  de  P.A.S.  segundo `Mac  Rlhaus.

Consiste  em  submergir  os  cortes  histol6gicos  em  uns      solu§ao
aquosa  de  0,5¢  de  acido  peri6dico  durante  15  minutos.  Depois,
lava-log  em 6gun  corrente  (5  ninutos)  e  deix£-log  no  reativo
de  Schiff  per  alguns  40  minutos.  Ap6s,  |>assamos  os  cortes    en
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3  banhos  de  fgun  sulfurosa,   papa  finalmente,   fazer  ou  nao  rna
colorae5o  de  fundo.

0  resultado  indicou-mos  rna  ooloraeao  negativa,ligeiraneE
te  I.6sea,   pal`a  o  reativo  de  Schiff .

Pars  a  evidenciagao  e  compl.ovaeao  de  polissacariaeos  aci-
rrdos  na  constituieao  da  substancia  intra  e  extracelular  das  o6

1+as  de  cinento,.empl.egamos  a  t6cnica  de  demonstraeao       pelo
col.ante  Alcian  Blue.    Esta  foi  intl.oduzida  pop  S±eflrm  (1950)
pera  coloraeao  seletiva,de  mucinos,   sendo  empl.egada  atualmen-
te  como  urn  born  m6todo  pal.a  denonstragao  de  polissaearideos  d-
ciaos.   Pol.  algunas  v6zes  combinamos  6ste   col`ante   com  a  colora
eao  de  P.A.S     e   outras  v8zes  usamos,   s8mente,   o  Alcian      Blue
8G.

0  procedimento   consiste  em  hidratar  os   cortes  e    coloca-
-1os  no  col.ante  Alcian  blue  durante  30  minutos.  Ap6s,1avano s
os  mesmos  e  desidratanos  at6  xilol  montando-os,   firmlmente,em
861samo  de  Canada.  Atrav6s  deste  m6todo  verificanos  rna  acen-
tuada  presensa  de  mucopolissacarideos  acidos  nas  c6lulas  glaE
dulares  de   cimento  de  indiv±duos  adultos  e   jov.ens  de    Balanus
tint irmabulun  e na  secreeao  extra-celular  dos   jovens.

Constitui§ao  do  Alcian  blue  8  a:

Alcian  blue  8G  1%
Acido  ac6tico  a  1¢
Timol   ......................   10  a   20  mg.

0  pH  do  A1'cian  blue  foi  de   2.2  ou  2.3.

Com  a  finalidade  de  verificar,   se  as  glandulas  de  cimento
acunulam  |>roteinas  no   citoplasma,   aplicamos  o  .m6todo  de       ae-
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monstra?a-o  do  radical  indol  que  oorresponde  ao  acido    tripto-
fano,   segundo  I±ij±ggL,   (1960).     Obnsiste  em  passar  as       laminas
histol6gicas  do  dlcool  absoluto,  mudando  duas  v6zes ,neste  61-
cool,   para  acido  ac6tico  glacial  (1' )  e  depois,   deixar  em  rna
mistura  denominada  P.A.B.A    durante  40  minutos.  LaLvar,     ap6s,
duas  vezes  pelo  a cido  acgtioo  glacial  e  tratar  por  una  mistu-
ra  de  aoidos  e  nitrito  de  s6dio  durante  3'   a  5' .    De  novo  la-
var  duas  v8zes  polo  fcido  ac6tico  glacial  e,  passar  1  minuto
pelas  duas  misturas  a)  xilol  rna  parte  e  £6ido  ac6tico        uma
parte  e  b)  xilol  -4  partes  e  6oldo  ac6tico  uno  parte.  Final-
mente,   deixar  em  lilol  5'   e  a  seguir  montagen  em B£1samo      de
aamd6.

0  resultado  desta  reagao  papa  as  glandulas  de  cimento  foi
negativo,   indioando  que  as  glandulas  de  cimento  de  P?1_apu_a_
tintinnabul\m,   jovens  e  adultog,  nao  aourmlan  proteinas  no  o±
tpplasma.

Conposicao  do  P.A.B.A.

pr-.i-_S_t_urp_     A

paradimetilaninobenzoaldeido......1g
fcido  aogtico  glacial   .............  30ml
fcido  clor±drico  concentrado   ......   10ml.

mist-   8 .
dcldo  ac6tico  glacial  .............  40ml.
acido  cloridrico  noma,1   ...........  O,3ml.
nitrito  de  s6dio  a  1¢  .............  O,7nl.

Atrav6s  destes  m6todos,repetidos  vfrias  v6zes  pare  nelhor
comprovae5o  dos  resultados,  veri.ficanos  que  as  glandulas d3  e±
mento  dos  indlv.±duos  de  Balanus  tintinnabulum  ten alto      teor
ae  acido  rit}onucl6ico  e,  portent.o,  apreBentan  intense  basofi-
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1ia  removivel  pelo  RNA-age.

Nas  nossas  condie6es  de  fixae5es  nao  foi  possivel    detec-
tar  a  pres'enea  de  material  PAS  positivo  no  .citoplasma  das  c6-
1ulas  glandulares  'de  cimento.

A  secreeao  intra  e  extra-celular  das  glandulas    de  cimen-
t.o,  mostrou-se  fortemente  positivo  para  as  rea§6es  histoquimi
cas  de  polissacarideos  acidos,   indicando   ser  a  mesma  enquadr&
da  na  classe  dos  mucopolissacar±deos  acidos.

Hao  desejando  incol.rer  no  risco  de  alterar,   quinicanente,
a  sutstincia  extra-celulal.  e  intra-celulal`  mos  exemplal.es    de
Balanus  adultos,  nao  empreganos  nenhun  descalcificador.  I.ini-
tamo-mos  a  fazer  o  estudo  mos  adultos,sbnente,     nas       c5lulas
91andulares.    Entretanto,  mos  individuos   jovens  de  3  a  5  dias
de  idade,   e  que  se  fiRaram  no  papel  celofane  colocado  na  agua
do  mar,  foi-mos  possivel  fazer  Col.tes  his.t616gicos  gem    gI`an-
des  dificuldades  e  sem  a  temida  descalcificacao,  e  assim,  I.eg
lizar  a  analise  do  cimento  iatra  e  extra-celular.

A  negatividade  da  reaeao  para  o  triptofano  indica  que  nef
tas  ®6lulas  nao  existe  proteinas  ao`muladas  em  alta  coneentra
?5o.

0g  resultados  ot)tidos  atra.v6s  frog  m6todos  aplicados,em  re
lag.ao  a  secre?ao  intro  e  e][tra-celular,  podem  ser      resumidce
no  seguinte  q+}adro :

-T-
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•M5todosA  -I__  .

Adultos Jovens
Se cr.       intl-a Seer.   extra    Seer.   intra

Celular Oelular

P.A.S -negativa -ne8ativa -ne8ativa

Iriptofano(I'.A.B.A.) -ne8ativa -ne8ativa -ne8ativa

Alc`ian  bluepH2.2
positiva positiva Positiva

GalocianinapH1.6
Positive -ne8ativa positiva

zul   de  metileno positivo positivo positivo
pH     4,0 citocromatica citocromftica citocromatica

Ill.     AL¥4LL_I_4Cfio   DA  IHIEHSI-DADE  I)A  REAQflo  QBI|DAf_  Rna  COIioRA-

AlioIAN  BIiuE E   GAliooIANINA

Embora  os  resultados  obtidos,  atrav6s  da  histoqufuica,
nos  mostrasse  ser  a  secregao  intra  e  e][tra-oelular  un  tipo  de
mucopolissaQal'ideo  acido,  resolvemos  aunentar  nossos  eonhoci-
mentos  a  c:rca-aesta  secregao,   I.esponsavel  pela  fi][aeao       dos
Balanidae aos  diferentes  subatratos,  fazendo  o  an6lise  histo-
fotomgtrico  da  oonoentraeao  de  secreeao  intra  e  extra-celular.

-8-
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0  histofot6metro  permite-mos  expressar,  nunaricamente,     a.
intensidade  de   coloracao  de  un  matel.ial  em  corte  histol6gico,
ap6s  uma  reagao  histoqu±mica  conhecida.     Tendo  feito  diversas
reae5es  histoquimicas  para  a  c»1assificaeao  da  secl'eeao  na  c6-
1ula  e  no  substrato,  verificamos  a  necessidade     de  saber,     em
que   quantidade  aproximada  esta  6  formada,.   e  assim,   usanos     o
Histofot6metro  Reichert.

0  processar  do  trabalho,  foi  o  seguinte:  Escolhemos      al-
guns  cortes  histol6gicos  contendo  maior  rirfuero  de  c61ulas glap
dulares  mos   indiv±duos   jovens  e  adultos  fixados  em  Bouin  ague
do  mar;  Bouin  normal formol-fosfato  e  Susa.       Ap6s,  separanos
as  laminas  coradas  pelas  diferentes  reae6es  histoquinicas    de
Alcian  blue  e  Galocia.nina,  visto  a  secreeao    extra-celular    e
as  glandulas  de  cimento  apresentarem  reaeao  fortemente  positi
va  pera  ambos  os     corantes.     Pal`a  os  m6todos  P.A.S.e  de   Trip-
tofano,   conforme  mencionado  anteriormente,   o     ciinento    e       as
91andulas  apresentarmm  resultados  negativos    e,   assim    sendo,
nao  mos  interessou  histofotometrar  estas  laminas.

Dividimos   o  conjunto  de  lamirms  histol6gicas  em  tr6s  gru-
pos,1evando   em  consideracao  o  fixador  e  o  corante  usado.  As-
sim,   tivemos:

1£  grupo:     Avaliaeao  da  concentraeao  do  matel`ial      Alcian
blue  positivo  no  citoplasma  das  c61ulas  de  cimento  de  Balanus
tintinnabulum  de  individuos   jovens  e  adrltos.

2Q  gmpo:     Avaliaeao  da  concentraeao  do  matel.ial  Galocia-
nina  positivo  no .citoplasma  das  c6lulas  glandulares  de  cimen-
to  de  individuos   jovens  e  adultos  de  a.  tintinnabulun.

3!  grupo:    Avaliaeao  da  concentraeao   do   material    Alcian
ttlue  |>ositivo  na. secreeao  intra-celular  e  extra-celular,em  ig±
dividuos   jovens  de  a.  tintirmabulun.

-9-
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Realizamos   todas  as  medidas  no  microfot6metro Reichertnas
condic5es  seguintes:   objetiva  de  aumento  63X   e   de       al)ertura
nun6rica  O,75i   condensador  aplanatico  e  acromdtico  de  A=l,35;
iluminacao  de  Kohler;   a  at}ertura  de  medida  no  aparelho foi tal
a  corresponder  a  urn  al.ea  circular  do  cito|)lasma  de  6,5/     de
diametro  ou  em  outl`os   casos  de  4,0/t    i   compl.imentos     de     onda
de   600m/t   papa  as  Ledidas  do  material  Alcian  blue  positivo    e
de   540m/  para  o  Galocianina  positivo.   Par.a  cada  animal  eseo-
1hemos  7  c61ulas  e  em  oada  c61ula  foram  realizadas  4    medidas
em  areas  diferentes  para  os  animals  adultos  e  3  medidas    pars
os   jovens.  Utilizamos  a  media  das  densidades  6pticas     das       4
ou  3  medidas   oomo  representando  a  densidade  6ptica  da  ce'1ula.

IV.   "ATAENgo  ESIAIISIICO  I)OS   DADOS

Os  dados  coletados  foram  submetidos  a  an£1ise  de    Tarian-
cia.  Ilustraremos  a.t±tulo  de  exemplo  ccmo  tal  andlise  foi  e-
xecutada,  quando  oonfrontanos  a  conoentraeao  relative  (expre£
sos  em  unidadeB  arbitl.arias,   densidade  6ptica  x  1000)   do  mtf
rial  Alcian  blue  positivo  das  c6lulas  glandulares  do  cimento,
de  animais   jovens  e  adultos,  fixados  en  1±quido  de  Bouin  no]+
mal.  Has  colunas  a  e  i  e8t5o,  respectivanente,   a8  me'dias    dos
val6res  em  unidades  arbitrarias  (3  medidas  por  c61ulas      pen
os  animis   jovens  e  4  medidas  pop  c61ulas  par.a  os  animals    a-
dultos)   de   coda  c6lula  medida  no  animal   jovem  e  no  adrlto.

Jovem
a

262

489

314

Adrlto
I

517

550

404

m=  7,   niinero,de  medldafi    no
ani-1   a.

nb=  7,   n\inero  de  medida8     do
ani-I   ±.

n  =  na  +  nt)  =  14.

-10-
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Jovem
a

262

344
283

_12_0_ _
16dias  xa  =  325

Sxa  =  2.274

SIS  =  775.831

Adulto
b

422

363

439

T=j+£+
xb  =  442

Sxb  =   3.092

Sx€  =  1.393.188

As  m6dias   do  gruiJo   jovem  ul:a,   e  adulto  =b  tlem  como  as  res-

pectivas  somas   dos  val6res  Sxa,   e  Sxb  e  as  respectivas     comas
dos   quadrados  Sx:    e     Sx£,  .tanb6m  estao   irLdicadas  na  base  das
colunas  a  e  b  .

0  t6mo  de  oorreeao  a  foi  calculado  do  seguinte  modo:

(Sx     +   Sxb)2                     (2274  +   3092)2
1-

n 14
=   2.056.711

A  soma  dos  quadrados  da  val.|agao  total,   pare  n-1  graus  de
lit)erdade   (Gil)   6:

Variaeao  total:   Sxt2,  +  Sx£  -a  =  774.831  +  I.393.188  -

-2.056.711   =   112..308   (I)al.a   14-1   GIJ  =   13   Gli).

A  sore  dos   quadrados  da  variaeao  devida  a  "diferenea    en-
tre  idades"   ou  "tratanento"   (como  sao  2  grupos,   o  nrfuero       de
gI`aus  de  liberdade  associado  6  2-1  =  i  GL)   6:

-11-
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(Sxa)2        (Sxb)2

nanb -C=

'                     =  47.794   (   pars  2-1  +   I  GII)

^
Com  os  valores  acima  construimos  o  qundro  da  analise       de

variancia.

Andlise  de  varianoia  dos  val6res  das  concentrae6es  (rela-
tivas)   do  material  Alcian  blue  positivo  do  citoplasma  das  .c6-
lulas  glandulares  do  cimento  de  Bglan_u_s,,   jovem  e  ad`ulto,     fi-
xadas  em  Bouin  Normal.

Fonte       ae Soma  dos Graus     de Qundrado Valor
PVal.iaeao qundrados Ijiberdade m6dio de"F''(A/B )

A  -  TratamentoB-BrroI.esldual 47.79464.514 112 47 . 794.5.376 8'89 0'05

Variaeao  total'``, 112   308 13

0  valor  de  "F"   obtido  8,89  para  1  e  12  Gil,   indica  que       a
diferenea  entl.e  as  m6dias   (325  papa  o   jovem  e  442  papa  o  adu|
to)   6  significante  ao.nivel  de  probabilidade  P  =  0,05.

A  partil.  do  quadrad.o  m6dio  do  arro  I'esidual  podemos  esti-
mar  o  desvio  padrao   dos  nedidas  `( C7')   que  6  a  I.aiz       quadrada
daqu81e  valor.  0  desvio  padrao   comun  aos  dols  grupos  6:

cf   ~-V  53T6    =    T3,3

-12-
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A  partir  do   desvio  padrao   calculamos   o   3rro  padrao
dia   (EPM)   que   por  ser  comun  aos   dols  grupos  aparecerf
belas   com    urn  mesmo  valor  diante   das  m6dias   dos  glupos
cerf  nag  tabelas  como  lam  mesmo  valor  diante   das  m6dias
grupos   comparados.

EI'M = £ =  F = 27,8.n

v.     ArmlsE  RAs   rABELAs  OBHDAs

da  m6-
nas  ta-
apare-

doI
€

Os  resultados   das  medidas  histofotom6tricas  ben  oomo       os
das  I-espectivas  analises  de  variancias  (executadas  segundo     o
mod61o  a,presentado  no  item  IV.),   e   das  quais  i6s   indlcamos  a-
penas  o  valor  de  ''F"   obtidos   com  os  respectivos  niveis  de  pap
babllidade  do  material  Galocianina,positivo  e  Alcian  blue  po-
sitivo,  no  cltoplasma  das  c61ulas  glandulares  de  cimento       de
Balanij.s  tintinnabulun,   jovens  e  adultos,     sao      apresentados
nab  tabelas  11  e  Ill.    Na  tabela  IV  estao  os  resultados  refe-
rentes  as.  medida  do  material  Alclan  blue  positlvo  no    cimento
extracelular  e  do  citoplasma  das  c61ulas  de  Balanus  tintima=
E]±]±ag     jovens.   0   exame   da  tabela  11  mostra  que,   com       exceeao
das.medidas  feitas  em  c61ulas  fixadas  em  Susa,   a  concentracao
media  do  material  Galocianina  posltivo  no  citoplasma  das    .6-
1ulas  dos  animais   jovens  I`evelou-se,   significativamente,maior
que  aquela  dos  animals  adultos.   Com  relaeao  a  asses  dados   po-
demos  entao   dlzer,   que   tanto  mos  animals   jovens   como  mos  adui
tog  as  b6lulas  glandulares  de  cinento  coram-se    intensanente
pelo  Azul  de  metileno  a  pH=  4,0  e  pela  Galocianiha  (veja  tabg
la  I).    Estas  colorae5es  sao  removiveis  pela  ribonuclease.     A
concentraSao  mgdia  do  ETA  p|asmatico  6  avaliado  citoquinica-
mente,   sendo  maior  mos   jovens   que  mos  adultos.

0  exame   da  tabela  Ill  indica  que  mos  exemplares,     flxados

-   1:;.   -



@& ELS  Col  tbL.  DP . ®fu`   ¢¢  .  #4  rri   f qv

em  Bouin  normal,   formol-fosfato  e   Susa,   a  concentraeao    me'dia
do  material  Alcian  blue  positivo  no  citoplasma  das c6lufas g]ap
dulares  do  cimento  foi,   significativamente   (   com.  P<O,05  pera
o  Bouin  normal  e  P<0,Ol  para  o  formol-fosfato  e   Susa)     maior
n.os   Cirrip6dios   adul.tog   que  nos   jovens.

A  tabela  IV  mostra  que   papa  os  tr3s  fixadores  empregados,
isto  6,  Bouin  norinal,   formol-fosfato  e  Susa,   a       conoentra§ao
(relativa)   do  material  Alcian  blue  positivo  no  cimento  extra-
celular  do  Balanideo   jovem  e',   significativamente,  maior      que
aquela  do  citoplasma  das  c61ulas  glandulares  do  cimento,       do
mesmo  animal.

As  tabelas  a,presentadas  permitem  ver,   tanb5m,   que  a     conr
centra§ao  (relativa)  tanto  do  material  Alcian  blue       positivo
do   citoplasma  como  do  material  Galocianina  positivo  variou,  a
preciavelmente,  mos  individuos  fixadosnas  vdrias  misturas  fi-
xadoras.  Em  ctutras  expel`i€ncias  repetimos  as  observae6es  apl.i
sentadas  has  tabelas  11,   Ill  e  IV.    A  apl.eciagao  qualitativa
dos  preparados  nao  permitiu  constatar  nenhuna discrepancia com
os  dados  quantitativos  agora  apresentados,   tanto,  no  que       se
refere  as  difereneas  entre   jovens  e  adultos  como  aos  diferen-
tes  efeitos  dos  vfrios  fixadores  na  preserva§ao  do      material
Aloian  blue  positivo  e  Galocianina  positivo.   Oomo  a  basofilia
indicativa  do  fciao  ribonucl6ico  6  muito  intensa,     imgimmoa
se  a  basofilia  devida  ao  Alcian  blue  nao  podel.ia  ser,   en  papr
te  ao  nenos,   devida  a  alta  concentraeao  do  RNA  citoplasmdtico
das  c61ulas  glandulares  do  cimento.  Vale   dizer  que,   desde     ja
na  liter.atura.a  nossa  disposicao  menciona-se  que   o  Alcianlfro
€   incapaz  de  coral'  o  acido  ribonucl6ico  da  c61ula (Efficng,1963).
Submetenos  cortes  de  Balanus  fixados  em  Susa,  Bouin  agua       do

xpar,  Bouin  normal  e  formol-fQsfato  a  digestao  pela  ribonucle-
age   segundo  as   indicae5es  de  Goncalves  e Haddad (1966).           As
1aminas  foram  imersas  em  solueao  de  ribonuclease       cl`istalina

-14-
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(cristalizada  tras  v8zes)   a  (1,`?  ng/ml  em  agiia  distilaia     com
pH  7.0,   durante   4  horas  a   j79   c  . Laminas-contr61es  foran  tra-
tadas   pela  agua   a   pH  7,0  nag   m'3smas   c,ondic6es.   Em   L`f3guida,   os

prepdrados   fo.f'L``pi   c;:,3i`ado+c.I   pelo   Aiclan  .blue   pH   2,3   e   outros   co-
I`ados   pelo   Galocla±+-na.   r.Tonstatamos   que   a  BRA-ase   Iiemove   qua-
se  t6da  a  basofilia  coravel  pela  Ga,1oulanina.

Em  urn  dos   Balanus adultos   fixadosem  Susa   fizemos  as    medi
das  hibtofotone'tricas  do  material  Alcian  blue  positlvo  e  Gale
c.ianina  positivo   em  preparados   tratados   pela  RrvA-age   (segundo
a  t6cnica  refel'|da)  e  em  preparados   contr6les  tratados       pela
agua  com  pH  7,0.     Em  cada  c6lula  fizemos  medidas  em  quatro  di
ferentes  areas  de  4/    d.e  dlametroi  usi]nrios  a  m6dia  dessas  qua-
tro  medidas   c6mo  representando   rna  est;|matlva  da  concentra?ao,
no  citoplasma   (relativa)   do  materlal  corado.

ITa  tabela  seguinte   (tabela  V)   estao   os   resultados  das  me-
didas :

±a_b§1aL
m6todos  e  an5lises  das  laminas   (V6ja  pdg+na  8   do  texto).

Tabela     1`-

Concentrajao  de  mtemal  Gtl.cia,ina,  no     citoplasma       Gas
glandulas  de   ciment-o  de  Balanus
unidad ;  :  arbltrdrj.as .

tlntlnnabulun . E'pre,.;o      em

EalanustintinabuLun
A]xpLros TOVEBS

Valor   de   "I" Nrvel de fro

Fixadol`e. tre   C  e  D babilidade
Bouln  dgua  domar 2 I 6  +_ 2 I , 6 520  i  27,6 39 ,14++ P`0,01
Bouin  normal 196  i  12,0 246   +   12,0 8 . 9o+ p{O'05
Formol  -Fosfato`

440  i  31,7 579   +   31,7 4,80 p{o'ol
Susa 395.i    7,5 383   i.   7,5 1,36 P>0'05

-15-
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Tabela    Ill

Concentraeao  do  material  Alcian  blue  positivo  no  citoplaE
rna  das  glandulas  de   cimento  de  Balanus  tintirmabulun.    Expre±
so  em  unidades  al'bitrarias.

I . tint inna-
ADUI'TO JOV"

Valor  esti- luivel  de  pro-
bulun mado   de   ''F''Fi-x-es entl`e  A  e  a babi|idade

Bouin  aguadomar 456  i  19,8 424  i  19,8 i,31 P>O'05

Bouinnormal
442  i  27,8 325  i  27,8 8 ' 89+ p<o,o5

FormolFosfato
391  ±  16'9 140  +   16'9 Ilo ' 51++ P <O ' 0|

Susa 1046 i 39 , 2 346   +   39^2 16,ol++ I,<o'ol

Iabela    IV

Concentraeao  do  material  Alcian  blue  no  clmento   intra-ce-
1ular  e  extra  celular  dos  glandulas  de  cimento  de     jovens    de
Balanus  tintinnabulu.
_  _  __                            _   __  ____    __     I  =___    _i_  ___            ____

Expresso  em  unidades  arbitrarias.

a.   tlntlrmabulunFixadol.eb Clmento Cimento Valor.   de Nivel  de Pro

intracelular e~[tra ,elular '' F'' babilidade

Bouinnomal
39.4  i  30,11 1320  i  30,11 474,47++ P <O ' O|

Formol-Fos-fato
702  i  33,25 1247  i  33,25 112'2o`+ P<O,Ol

Susa 1268  i  40,71 1442  i  40,71 9,14+ P<O'05

-16-
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Tabela       V

Efeitos  da  digestao  pela. ribonuclease  sabre  a  intensidade
da  basofilia  eitoplasmatica,   em  c6lulas  glandulares  do  cimen-
to  de  8.   tintinnabulun  (fixadas  em  Susa),   devida  aos    materi-
als  Alcian  blue  positivo  e  Galocianina  positivo.

Tratamento
a)   Ooncentra§ao    re- b)  Concentraeao  relati=
lativa  do  material va  do  material  galo-
Alclan  blue  positi cianina  positivo

A¥:o::::i:ida 596  i  18.0 833  i  16'9

Digestao    pelaRibonuclease 184±    6'50 178  i  10'5

M6dias  de  medidas  feitas  em  10  o61ulas  diferentes  com  os  res-
pectivos  6rl`os  padrao  da  media:

a  =    densidade  6ptica  nedida  en  600  mu
t>  =     densidade   6ptica .Inedida  em  540  mu

^Os  dados  mostran  que  neste  caso  a  fiboriuclease r6moveu eel
oa .de  78¢  do  matel`ial  galocianina  positivo   e  que  renoveu,   tqg!
b6m,  c;rca  de  69¢  do  material  Alcian  blue  positivo.

Fizemos  ainda  em  cortes  provenientes  de  Pal_anus       fixados
em  Bouin  normal,   formal-fosfato  e  Susa,  a  hidr61ise  acida    se-
gundo  Quintarelli  e  col.,   para  a  pesquisa  d6  acido  sialico.  A
presenea  do  acido  sialico  se  traduz  por  urn  diminuieao  da  co-
1orabilidade  pelo  Alcian  tilue,  ap6s  a  hidr61ise  acida.  Ein  no£
sos  preparados  submetidos  a  hidr61ise  acida  c`onstatanos  em  c£
1ulas  glandulares  do  cimen.to  a  diminuieao   (apal'entemente       da
mesma  ordem  de  grandeza)   da  coloraeao  citoplasmatica  tanto  pg

-17-
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1o  Alcian  blue  como  pelo  Galocianina.

Submetemos  ainda  as  c6lulas  glandulares  de   cimento  usando
os  mesmos  fixadores,   a  aeao  a;  hialuronidase  testicular  (uti-
1izamo.s   o   produto   comercial  Hyalozima   da  Opotel.attica    Nespa  )
em  t6cnica  semelhante  a  usada  por  Quintarelli.     Ap6s     a    aeab
des`ta  prepara§ao  de  hialuronidase,   a  coloraeao  do  citoplasma
das  c61ulas  glandulares  do  cinento  permgneceu  inalterada.

Hidr611se  fcida  segundo  Quintarelli  e  col.

acetato  de   s6dio  a  0,21   ...........   i  perte
acido   cloridrico  a  O,02N   ...........  1  par.te

0      pH   6   2,5.

Hidrolizamog   os  cortes  durante   2  horas,  na  eBtufa  a  55QC.
Pars  contr61e  do  m6.todo  usamos   outras  1£minas  cobertas  c.6m  s±
ro  fisiol6gico  .(cloreto  de  s6dio  a  0,85¢).

Ap6s,   sut]metemos  os   cortes  as   color.ae5es  de  Alcian  blue  e
Galocianina  e  o  resultado  foi  a  diminuieao  da  intensidade    do
color.aeao  em  ambos  os   corantes,   indicando  a  pl'esenca  do    5ci-
do  sialico  nestas  c6lulas  glandulares  de  Balanus  tintinnabu-
1un.

Hialuronidase  segundo  Quintarelli  e  col.

La  SoLu§ao   ::::::: :::::::::c:n::::r:,;Lo S:LgprE§:;=#°

1  ml  da  solu§ao  tampao
24   solnoao    Hialozima  200  unidadeB  tul.bo  redutora   (U.I.R)

`.-                                                               pH   6'5.

ColooanoB  ®m  uns  18  96rie  d®  1aDinas  9  bialuronidaBe,    na

-18-
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estufa  a  37QC  durante   24  horas.   Como  teste,   uma   29   s€rie        de
laminas   samente   com  a  solu?5o   tamp5o.

Ap6s,   coramos  pelo  Alcian  blue  e  Galocianina  e    verifica-
mos  que  nao  houve  altera€ao na  coloraeao  citplasmftica.

VI.      A.PRECIA flo   DOS  RESuljTAI)OS

Os  estudos  histoquimicos  ben  como  a  histofotometria,     das
glandulas  de  cinento,   de  indiv±duos  jovens  e  adultos    de    E±
lan_uS _t_iptixp?b.I+i_lap,  1evou-mos  a  interessantes  resultados   que
poder5o  facilitar  posteriores  estudos  bioquimicos   do  cimento.
0  an£1ise  histoquimlco  da  secreeao  intra  e  ext  acelular      foi
realizado,   s`omente,   em  exemplal.es   jovens,.de  uma  semana  de   i-
dade,   onde  nao  houve  a  necessidade  da  rna  descalcifica§ao.  Em
adultos  receiosos  de  alterarmos  o  an6lise  do  cimento  pela  dei
calcificaeao,   limitamos  nossos  estudos,  .sbmente,   as       c6lulas
91andulare s .

Empregamos  as  t6cnicas  histoquimicas,   comuns.na    eviden-
eiaeao  do  acido  ribonucl6ico,   verificaLndo  a  aria  ocorrsncia  em
quantidade  nestas  c61ulas  glandulares  de   jovens  e  adultos.1-
niciaLlmente  utilizamos  as  t6cnicas  pelds  corantes  Azul  de  Me-
tileno  e  Galocianina  (±±j=£Ei,1960).

Papa  eomprovarmos   que  o  material,   intensamente     corado ,
col.respondia  ao  acido  ribonucl6ico  fizemos   o  teste  pela  enzi-
ma  ribonuclease.  0  resultado  deste  teste  foi  positivo,  indi-
cando  gI.ande   concentl.a§ao  de  5cido  ribonucleico  nan       c61ulas
91andulares  do  cimento  e  na  secregao  intracelular  de    Balanus
tintinnabulun,   5ovens  e  adultos..

Pelo  m6todo   de  Mac  Mannus  realizamos  a  reaeao   de  I'.A.S.
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0  resultado  foi  negativo  papa  glucidios nerferos  com  ligeira  cg
loraeao  r6sea  do  reativo  Schiff .

Papa  de.monstraeao  de  polissacarideos  acidos  na  secl-eg~ao
intra  e  extracelular  destas  glandulas  usamos  o  corante  Alcian
blue,   observando  que  estas  c6lulas  ficam  fortemente  positivas   ``"
o   que   indica  gI'ande  acumula§ao   de  bol.issacar±deos  fcidos       no
seu  citoplasma  e  na  regiao  de  adesao  do  animal  com  o  substra-
to,

Aplicamos  o  mctodo   de  Triptofano   (veja  ±±±gBg±,1960)       papa
obser.vac5es  sabre   o  acrfuulo  ou  nao  de  proteinas  no  citoplasma.

As  informae6es  assjm  obtidas   indicaram  que  as  glandulag de
cimento  nao  armazenam  proteinas  no  seu  interior,   por6m,   deve-
mos  ressaltaLr  que  estas  podem  ser  formadas  e  inediatamentehan
eadas  pars  o  exterior,   em  forma  de  secreeao.  Os  resultados dsoL
tas  t6cnicas  estao  resumidas  na  tabela  I,   incluida  no  texto.

Se.paramos  as  1£minas  histol6gicas  da  regiao  glandular  dos
Balanus  contendo  maior  minero  de  c6lulas  de  cimento,  mos  exeE
plares   jovens  e  adultos,   de  ac6rdo   com  os  fixadores  emprega-
dos  e  as  colorac5es  usadas.

Fizemos  4  medidas  para  cada  c61ul.a  glandular  ®m  dlferen-
tes  areas  do  citoplasma.  0  minel'o  de  c61ulas  para  oada    corte
corresponde  en  urn total  de  28  medidas  pare  cada  lamina.  0.  Ta=
16res  num6ricos  obtidos  foram analisados  e  notamos  sun    dife-
renea  de  ao6rdo  com  os  fixadores  usados.  0  formol-fosfato  el-
traiu  muito  material  da  glandula  juntanente  Com  o  fixador
Bouin  preparado   com  agua  do  mar.   0  melhor  dales  usado,       pois
conserva  ben  o  cito|)1asma  e  a  secrecao  extra-celular  foi,  apE
rentemente,   o  fixador  segundo  Susa.  A  confeceao  d6ste,   por6m,
ja  foi  alterada,  anteriormente,  durante  o  tl.abalho  histol6gi-
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co   das   Glandulas   de   cimento   e   seus   canals   (IIacombe 1966).

Finalmente,   resumimos  todos  os  dados  encontrados  em  5  ta-
belas.   que  procuran  explicar  os  resultados  a  que  cheganos    em
I.elaeao  a  estas   c61ulas  e  a  sua   seoreeao.

Em  c61ulas  de  mamiferos  o  Alcian  blue  nao  col.a  o  BHA     cl-
toplasndtico   (ggg}![=][,1963).     Em  glandula  salivar  do  inseto(KaE
to  e  Sirlin,1963)   constataram  que  a  ENAase  remove  urn  pouco da
I)asofilia,   devida  ao  material  Alcian  blue  positivo.  Interpre-
tando  6ste  fato,   oi autol.es  mencionam  que   lsso  nao  quer,    ne-
cessariamente  dizer,   que   o  Alcian 'ttlue  esteja  coramdo  o  6cldo
nucl6ico,  tanto  mais  que  o.  tratamento  pela  hialuronidase  remj2
ve  o  material  Alcian  blue  positivo.  A  digestao  ehzimftica  pe-
la  hialuronidase  indica  a  presenQa  de  mucopolissacaridos  aci-
dos  do  tipo  doido  hialur6nico  no  citoplasma  das  c6lut.as         da
91andula  salivar  de  Smittia.

Nossas  observae5es  em  c61ulas  glandulares  do  cimentd      om
E±±gapus_  i_intinna_.bul_urn,  sabre  a  natreza  da  basofllla,  devida
ao  material  Alcian  blue  positivo,  n5o  foran  exaustivas  e    nem
esgotaran  o  arsen`al  de  testes  poss±veis.  No  entanto,    mostra-
ram  fatos   curiosos,  quais   sejam  o  de  que  o  tratanento        pelo
ENAase  diminui,  apreciave]mente,  a  colorabilidade  pelo  Alcian
t>lue  e  que  a  hidr6lise  acida  diminui  a  colorabilidade        pelo
Alcian  tilue  e  tarib6m  pelo  galocianina.  As  coisas  pe  passan  qg.
mo  se  o  Alcian  blue  estivesse  se  unindo  ao  RNA  citoplasn6tico.

No  entanto,  na  medida  en  que  a  colarat)ilidade  pelo  Alcian
•01ue   em  pH  2,3  a  2,5  6  indice  fidedigno  da  presenga  de    muco-

polissacar±deo  fcidos,   devemos  aceitar  que  a  c51ula  glandular
de  cimento  secrete  6sse  tipo  de  mucopolissacarfdeos   j6  que  en
8.  tintinnabul.urn  jovem,  o  cimento  extracelular  se  cora  inten-
samente  pelo  Alcian  blue.  Iienbran6s,   tamt>6m  que  a  nao  exist6gL
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cia  de  perelelismo  de  conportanento,   entre  a  concentragao  I.e-
1ativa  dos  nateriais  Aloian  I)lue  positivo  e  galocianina  posi-
tivo,  no  citoplasma  das  c61ulas  de  Balanus,   jovens  e    adultos
(vide  tabelas  2  e  3),   pode  favorecer  a  id6ia  que   os   cora,ntes
Alcian  blue  e  Galocianina  nao  estejan  necessariamente  oorando
urn mesmo  matel`ial.

VII. Surmlo

I  feito  un  estudo  histoquimico  e  histof otom6trico      daB
91anan.as  de  oimento  aa BL±u_s__ i_inti_np_qtiu±±±  em      exenplares
jovens  e  adnltos,   e  da  secreeao  extra-oelular  destas  c61ulast
responsaveis  diretamente  pelaL  adesao  destes  animals  a  difereE
tes  substratos.  Foram  aplicadas  aiferentes  t6onioas  histoqui-
micas  com  a  finalidade  de  se  evidenciar  os  divergos  con|>onen-
te8  citoplasndtico  da  Secreeao  intra  e  extraoelular.

As  glandula.s  de   ®imento  apresentam  intensa  quantidade de
acido  ribonucl6ico  no  seu  citoplasma.  De  ac6rdo  com  os    m6to-
dos  histoquinicos  aplicados,  estas  glandulas  em  indiT±duo8  jQ
vens  e  adultos  e,  ainda  8ua  secregao  extra-celular  nos  dove.ns
apresentan-se  negativos  |>ana  os  m6todos  P.A.S.   e    triptofano,
porgm,  pesitivos  para  o  Alcian  blue,  Galocianina  e  Azul  de  m2
tileno ,

Atrav6s  dos  corantes  Azul  de  metileno  e  Galocianim  foi
constatado  a  presengr  de  grande  concentraeao  de  acido  ribonu-
cl6ico  po  citoplasm  das  glandulas  de  cimento,  removfvel,  seEi
sivelmente ,   pela  ribLonuc|ease.

Poi  feito  reaeao  de  P.A.S.   segundo  Hac  Hanus  com  resul-
tado  negatiTo  em  rela§8o  aB  glindulas.  Pars  a  evidenciacao  de
mucopolissacarideo  6cido  foi  usado  o  Qorante  ®Bpeoifico Alcian
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blue,   que   conprovou  a  forte   concentl`a§ao  do  mesmo  no  citoplaf
rna  das  re.feridas  c61ulas  e  na  secreeao  extl.acelular  das  glan-
dulaLs  de   cimento.   Para  o  teste   s6bl.e  aminoacidos  foi  usado     o
m6todo  |]elo  Dinetilaminobenzoaldeido,   que   demonstrou  a  nao  a-
cunul.aeao  de  proteinas  no  citoplasma  das  c61ulas  de       cimento
de  8.   tintinnabul.urn.

A  secreeao  das  glandulas  de  cimerito  fica,   atrav6s       des-
tes  estudos,   enquadrada  no  grupo  de  Mucopolissacarideos    dci-
dos,

I  constatado  pelo  Histofot6metro  a  concentraeao  do    mats
rial  corado  histoqu±micamente.  Neste  estudo  foi  levado  em  co±
sideraeao  tr§s  grupos:

I)  Avaliaeao  da  concentraeao  do  corante  Alcian  blue       no
citoplasma .das  glandulas  de  cimento  de   jovens  e  adul-
tos,

2)  Avaliaeao  da  concentl.aeao  do  corante  Galocianina      no
citoplasma  das  glandulas  de  cimento  de   jovens  e  adul-
tos,

3)  Ava,liaeao  da  concentraeao  do  corante  Alci.an  t>lue       no
cimento  extra-celular  e.  ifltra-celular    de    exenplaies
jovens   de  rna  semana  de.idade.

Os  fixadores  usados  para  cada  grupo  foran:  Bouin  fglia  do
mari  Bouin  original;   Susa  e  Fomol-fosfato.

*

A  maior   concentraeao  do  RNA  citoplasmatico  nos    Balanus
jovens  d6  que   mos   adultos,   sugere  uma  maior  s±ntese     givot6ica
nestes  animals,   provavelnente,   para  atender  as  demandas  de  un
crescimento  mis  rapido.

-23-



©th  frS L4 a+ .  DL . ©.q -D&-a i. ur S# .,  r.1tt v

Foram  feitos,   tambe'm,   os  testes  pela  ribonuclease,       pela
hidr6lise  acida  e  pela  hialuronidase.

Pela  ribonuclease,   constatou-se  rna  ligeira  diminuieao  na
posterior  coloraeao  pelo  Alcian  blue  e  acentuada    remoeao    do
ETA  traduzida  pela  pouca  colol'abilidade  da  galocianina.

Pela  hidr6lise  acida,   a  diminuieao    de  ambos     os   corantes
deu-se  com  a  mesma  intensidade;   atrav6s  da  hialuronidase    nao
houve  alteraeao  significante.

VIII.  SU-Y

A  histochemic  and  histophotometric  study  was made of  the
cement  glands  in  both  young  and  adult  forms  of    Balanus     tin-
tinnabullm.In  the  course of  the  wol-k,various  histochemical tee
niques  were  employe`d  in  order  to  show  various  cytoplasnfe com-
ponents .

It  has  been  verified  that  the  cement  glands  show  alange'
quantity  of  cytoplasmic  R..N.A.

The  cement  glands  of  totb  roung  and  adult  forms and  also
the  extraLoellular  cement  rae  .found  to  be  I'.A.S.  negative  and
rryptophane  negative,  although  Aloian  blue  positive,  Galocia-
nine  positive.

HiE}tophotometric  technics  measure  the   concentration    of
matel'ial  stained  histochemically.   Ihis  study  was       concerned
with  three  main  points:                                                                 .

1)  Correlation  of  the  Concentration  of  the  stain  Aleiain
blue  in  the  cytoplasm  of  .the  cement  glands  of    young
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and  adult  forms.

2)  Correlation  of  the  concentration  of  the  stain    Galo-
cianine   in  the  cytoplasm  of  the   cement  glands of your]g
and  adult  forms.

3)  Corl.elation  of  the  concentration  of  th;  stain  Alcian
blue  in  the  extra-and  intra-cellular  Cement  in  speci
mens   of   one  week  of  age.

The  fixatives  used  for  each  group  were.:   Bouin(sea  water)
Bouin  (normal),   Susa  and  Formalin-phosphate.   The    number       of
tl.ansmissions  per  slides  was' 2.8,   for  a  total  of  the  624  meas-
sul'ents .

In  all  the  meassuremeats  the  corresponding  value         was
found  between  transmission  and  ol]tic  density.

Finally  a  statistical  analysis  is  pl.esented  of  the  data
obtained  by  histophotometry  and  is  |]resent  in    3    fundamental
tables .

The  higher  concentration  of  R.N.A  in  the  cytoplasn      of
young  f orms  of  Balanus  than  that  in  adult  indicates  a    higher.
synthesis  of  proteins  in  these animals    which  probably      shows
a  greater  necessity  of materlai  during  the  more  rapidgrowing.

There  were  made  also  tests  for  ribonuclease  ,    by      acid
h.ydrolystsjs  and  by  hialuronidase.

By  ribonuclease  we  noted  a  small  diminuition  of  the  pof
terior. coloration  by  Alcian  blue  and  anaccentuated      remotion
of  R.N.A.,   indicated  by  the  reduced  affinity  to  galocianine.
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After  acid  hydro|i,.Tsi£`  we  noted  the  some  intensity  of  dimi-
nuition  of  the  two  stains;  by  hial.jironidase  there       did      not
occur  a  sign.ificant  alteration.

IX. ZUSAMMENFASSUNG

Es  wurden  histochemische  und  histofotometrische    Beoba9h-
tungen  an  den  Zenentdruesen  junger  und  erwachsener    Exemplare
von  Balanus  tintinnabulun,  sowie    an    den      extl'azellulaeren
Sekret  der  Drmesenzellen  durchgefuehrt.  Es  wurden verschiedene
histochemische  Methoden  angewendet  nit  den  Zweck,   die  versch±
edene    Kimponenten  der  intl-a-und  extrazellulaeren        Sekrete
f e s tzustellen .

I)ie  Zementdr.uesen  besitzen  im  Cytoplasma  gI.osse Mengen Yon
ENS.  I)ie  Druesen   jun8er  und  erwachsener  Individuen,  wie   .auoh
das  extrazellulaere    Sekret  den  jungen,  zeigen  negative      Re-
aktion  auf  FAS  und  Tryptophan,.  dagegen  positive  auf        Alcian
blue ,   Galocyanin  und  Methylenblau.

In  Oytoplasma  der  Zementdruesenzellen  wurde  nit  Methylen-
blau  und  Gallocianin  eine  hone  Konzentration  v.on  ENS  festges-
tellt,   die  durch Ribonuclease  leicht  entfemt  werden.kann.

I)ie  FAS-Reaktion  mach  Mac  Manus  gab  in  den  Zellen  negati-
ve  `EI.gebnisse.  Fuer  den  Nachweis  Yon  saure'm  Muco-Polysacohan
wurde  als  spezifischer  Farbstoff  Alcian  blue  angewandt,       ro-
durch  ei`ne  hohe  Konzentration  dieser  Verbindung  im  Cytoplasma
der  Zellen  und  in  extrazellulaeren  Sekret  der  Zementdruesen
festgestellt  wurde.  Durch  den  Aminosaeuretest  nit  Dinethylan±
nobenzoalde.hyd  wurde  nachgewiesen, . dass  keine  Anhaeufung    von
Proteinen  im  Cytoplasma  den  Zementdruesenzellen  der  bearbei -
teten Art  auftritt.
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Nach  den  vorliegenden  Beobachtungsergebnissen    kann       das
Sekret  der  Zementdruesen  in  die  Gruppe  der  sa.uren  Mucopoly-
saccharide  eingeschlossen  werden.

Histofotometrisch  wurde  die  Konzentra.tion  des      histoche-
misch  gefaerbten  Materials  festgestellt.    Es  wurden    folgende
drei  Beobachtungsgl.uppen  in  Betracht  gezogen:

1)  Feststellung  der  Konzentl.ation  von  Alcian    blue  im  Oy-
toplasma  der  Zementdruesenzellen  junger  und  el'wachserm
Tiere ,

2)  Feststellung  der  Konzentration  von  Galocyanin  im  Cyto-
plasma  der  Zementdruesenzellen  junger    und  erwachsener
Tlere,                                                                                                    +

3)  Feststellung  der  Konzentration  von  Alcian  blue  im intra
und  extra7,ellulaeren Sekret eine  Woche  alter  Tiere.

Zun  Fixiel'en  wur.den  in  jeder  Gruppe  verwendet:Bouin(zute-
reitet  nit  Meerwassel.),  Bouin  (original),   Susa  und  Formol-Na-
triunsulfa i .

Die  hoehere  Konzentration  von  ENS  jm  Oytoplasma         junger
Tiei`e  laesst  eine  staerkere  PI.oteinsynthese  in  diesen  als    in
alten Exemplaren  vermuten,  was  wahrscheinlich  nit  den      sta-
erkeren  Bedarf  waehrend  des  schnellen  Wachstums  zusarmenhacagt

Es  vyurden  ebenfalls  Teste  nit  Ribonuclease  durchgefuehrt:
Hierdul.ch  zelgte  slch  eine  lei6hte  Vel`mlnderung   derfolgenden
Faerbung  nit  Alcian  blue  iind  eine  starke  Entfernung  der    ENS,
die  sich  in  der  schwachen  Faerbbal`keit  nit  Galocyanin  zeigte.

`Itirch  saure  Hydrolyse  ergab  sich  eine  gleichmaessige  Ver-,
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minderung  der  Faerbbarkeit  nit  beiden  genannten    Fart>stoffen;
die  Anwendung  von  Eialuronidase  ergab  keine  deutliche    Aende-
run8.
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