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INTRODUCAO

A radioautografia é um método de localizagdo e avaliacdo
de material radicativo em tecidos e 6rgios vegetais e animais,
que faz uso da propriedade que as particulas alfa, beta e radia-
¢Oes gama, tém de impressionar as chapas fotograficas. Grande
parte dos autores, (ARONOFF, 1956; DUGGER, 1957; FRAN-
CIS e outros, 1954), que tratam désse assunto, discutem a ra-
dioautografia sob dois tipos: radioautografia de 6rgaos ou or-
ganismos inteiros, ou radioautografia geral, e radioautografia
de cortes histologicos ou detalhada. A radioautografia geral é
o resultado obtido quando o organismo ou érgdo inteiro que
contém o radioisétopo, é pdsto em contacto, durante certo tem-
po, com uma emulsao fotografica, que é posteriormente reve-
lada. Nesse caso, a imagem obtida mostra a distribuicio do
is6topo no o6rgéo estudado. A radicautografia histolégica é ob-
tida quando a pega que contém o is6topo (corte de 1 a 50 mu)
¢ posta em contacto intimo com a emulsido fotografica. Nesse
ultimo caso, a correlacdo entre os graos revelados da emulsic
e os tecidos do corte é feita pelo exame ao microscépio.

TEORIA DA FORMACAO DA IMAGEM

Os principios fisicos, que permitem a obtencio da radio-
autografia, sdo os mesmos que regem a formacgdo da imagem
pela luz nas emulsées fotograficas. Estas sdo constituidas, prin-
cipalmente, por uma dispersdo de cristais muito pequenos, de
AgBr, em gelatina. Esses cristais apresentam varias imperfei-
coes, que sio explicadas (MEES, 1954): a) pelas fortissimas
tensdes mecénicas que o cristal sofre por parte da gelatina; b)
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pela presenca de Agl, que é adicionado ao AgBr e que cristali-
sa simultdneamente com éste.

Essas irregularidades na rede cristalina do AgBr defor-
mam certas malhas, pondo “em falso” alguns ions de prata e
favorecem o movimento de ions dentro do cristal.

Além disso, na interfase gelatina-cristal aparecem alguns
pontos sensiveis constituidos por Aatomos livres de prata e
Ag2S, provenientes da decomposi¢do parcial da superficie do
cristal, pelos constituintes da gelatina (MEES, 1954).

Quando a emulsdo é exposta a luz, ou a uma fonte de ou-
ira energia qualquer, capaz de produzir pares de ions, essa e-
nergia pode alcancar um cristal de AgBr e atuar sobre o ion
Br—, segundo & equagao :

Br— -= Br 4 e

O eletrénio libertado salta do nivel N do bromo para o ni-
vel O da prata. Mas, no conjunto de fons de prata do cristal, os
numerosos niveis O, vazios, formam uma zona onde os elétrons
podem circular livremente, até encontrar um nivel de energia
ligeiramente inferior, constituido pelos “centros de sensibilida-
de” (Ag -+ Ag2S). Forma-se ai, pela chegada de novos elé-
trons, um campo elétrico negativo. Alguns ions Ag, por se
encontrarem mal colocados na rede do cristal movimentam-se
com maior facilidade e sdo atraidos pelo campo elétrico nega-
tivo. Ali chegando, descarregam-se € imobilizam-se. Como o0s
fons Ag tém velocidade menor que a dos elétrons, éles nao
chegam a tempo de neutralizar o campo elétrico negativo for-
mado pela chegada dos primeiros elétrons, o que impede a che-
gada de novos elétrons, freando a formacdo da imagem. Assim
se forma a imagem latente, com estrutura descontinua, cons-
tituida por pontos microscopicos, disseminados pelo cristal e
formados por grupos de atomos de prata (DUGGER, 1957;
MEES, 1954).

TEORIA DA REVELACAO

Todo o processo fotografico depende agora de fazer visi-
veis os cristais de prata AgBr que receberam luz ou outra ra-
diaciio. Nisto consiste a revelagao. Existem dois métodos basi-
cos (MEES, 1954), por meio dos quais se obtém a revelagdo dos
grios de AgBr: o primeiro, que & o mais usual, é o método
quimico : a emulsdo & mergulhada em uma solugao que con-
tém um redutor e éste reduz os fons Ag+ a Ag. Neste caso,
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todos os cristais de AgBr serdo reduzidos com o tempo. Porém,
nas regioes onde existe a imagem latente, a reagao é exirema-
mente mais rapida, devido & acao catalitica da prata. Conse-
gue-se, assim, limitando-se o tempo de ag¢do do revelador, uma
imagem de prata somente nos locais atingidos pela energia ra-
diante ou pelas particulas alfa e bela durante a exposigao,

Restam ainda na emulsdo os cristais onde o AgBr ndo foi
reduzido; &stes podem ser eliminados por meic de uma subs-
{ancia que forme complexos soltveis. Por exemplo, o Na2S203
¢ muito usado, pois os produtos da reagéo

AgBr + ,Na,$,0, — [Ag(sgog)] Na, - NaBr

siu facilmente soliveis na agua.

O outro é o método fisico. O AgBr da emulsdo é inicial-
mente dissolvido com o Na2S8203, ficando os gréos microscdpi-
cos de Ag, que fcrmavam a imagem latente.

Depois de lavada, a emulsdo é tratada por uma sclucao de
um redutor (da mesma natureza do usado no método anterior)
que contém ainda um sal soluvel de prata, como fonte de ions
Ag+.

Os fons Ag-+ serdo reduzidos a prata metélica, somente
sébre os grios da imagem latente, formando a imagem visivel
fiste método admite muitas variantes e seus resultados depen-
dem de muitos fatdres, as vézes dificeis de. controlar.

EMULSOES EMPREGADAS EM RADIOAUTOGRAFIA

Na obtengdao de radicautografia, podem ser usados VArios
tipos de emulsdo. A escolha depende do tipo de radiagao, do fi-
po de radicautografia e do material a ser radioautografado
Para a radicautografia geral, usa-se mais frequentemente o
filme para raios X do tipo “nonscreen”. Esse filme é muito
sensfvel &s radiagdes, porém, a definicio € pequena e o velado
de fundo é grande. Quando se deseja maior defini¢do, poderéo
ser usados os filmes diapositivos modernos, que sédo muito rne-
nos sensiveis, porém de 6lima definicao.

As emulsoes chamadas nucleares sio as mais usadas para
a radioautografia histolégica (FRANCIS & outros, 1954; KA-
MEN, 1951; MEES, 1954). Essas sio emulsdes especiais, com
alta concentracdo de AgBr (80% do péso da emulsdo é consti-
tuido por AgBr, enquanto que nas emulsdes 6ticas s6 40% do
péso constitui AgBr), grios extremamente finos e regulares,
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maior espessura da emulsdo (10mu para as emulsoes oOticas, de
25 a 600 mu para as nucleares).

Podem ser encontradas no comércio emulsdes désse tipe
como as emulsoes NT da Kodak (NTA, NTB, NTB2, NTB3
ete.) e G da Ilford. Algumas dessas, assim como as emulsoes
dispositivas, podem ser obtidas na forma “striping”, e a maio-
ria delas pode ser obtida na forma de gel.

EXPOSICAO

A exposigido, isto é, o tempo de contacto entre o espécime
radioativo e a emulsdo, varia com a sensibilidade do filme, ccim
a energia das particulas emitidas, com a atividade do material
(ARONOFF, 1956; KAMEN, 1951; WAINWRIGHT & outros,
1954), etc. Com tantos fatores a serem considerados, torna-se
dificil estabelecer uma regra para ¢ caleulo da exposicéo.

A sensibilidade 6tica das emulsées é determinada, privici-
palmente, pelo nimero de “centros de sensibilidade” e pelo
tamanho dos graos. Outros fatores fazem variar a sensibilida-
de da emulsdo, tais como: riqueza em AgBr e espessura da
emulsio.

Quantc maior o grdc, menor sera o poder resoluti
(FRANCIS & outros, 1954; MEES, 1954) ou defini¢do da radio-
grafia e quanto mais espessa a emulsdo, mais difieil se torns a
revelacdo da mesma. O problema do grao ndo é muito grande
quando se trata de radicautografia geral, porém, gquando se
pretende radioautografar cortes histolégicos, emulsdes de gréo
fino devem ser usadas para awmentar a definicdo. A espessura
de emulsdo pode ir até 600 mu (certas emulsbes nucleares), des-
de que se adotem métodos especiais de revelacdo. Esse proble-
ma foi resolvids nas emulsdes para raio X, cobrindo-se ambas
as faces do suporte transparente com emulsao. Desta maneira,
o filme fica com espessura dupla para as particulas que o atra-
vessam, mas apresenta ao revelador 2 camadas de espessura
simples. Certcs filmes para raios X apresentam ainda sobre a
camada da emulsdo ou dispersa na emulséo, uma capa fluores-
cente do tungstato de calcio. Isso multiplica 30 a 40 vézes a sen-
sibilidade da emulsdo, porém, diminui de tal forma a definicao,
que ndo devem ser empregados em radioautografia filmes dés-
se tipo. Séo preferiveis os filmes “non sereen”.

A atividade do material a ser radiografado deve ser tal que
permita uma boa imagem no menor tempo possivel de exposi-
8o, e nio tho grande que possa vir a ser danosa para o tecido.
Alguns autores (ARONOFF, 1956; DUGGER, 1957; FRANCIS
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& outros, 1954; KAMEN, 1951; SCHWEITZER & WHITNEY,
1949; WAINWRIGHT & outros 1954), estabeleceram que sio
necessarios 106 a 108 emissées B por cm2 para produzir uma
imagem no filme *“nonscreen”. Suponhamos que seja um nivel
seguro de radiagdo, aquéle de um tecidc qualquer (1 félha de
cafeeiro de 30 cm2 por exemplc), sue possua 10—2% de radios-
fosforo por cm2. Essa folha apresentara 13 x 106 desintegra-
¢oes por hora. Como para a radicautografia sé interessam as
particulas B que tomem a direcdo do filme e introduzindo ain-
da um fator para a absorcao do tecido, teremos uma eficiéncia
de aproximadamente 10%. Posto isso, teremos 13 x 105 elé-
trons que alcancam 1 cm2 de filme por hora. Para atingir aqué-
le nimero estabelecido de elétrons, serdo necessarias, aproxi-
madamente 10 horas de exposicao (13 x 105 = 1,3 x 107). Po-
rém, a determinacdo da quantidade absoluta de radioisétopcs
presente na félha, exige uma andlise quimica que pode ser dis-
pensada. E’ bastante determinar a atividade do exemplar com
um contador Geiger. Suponhamos uma folha que apresente
uma atividade de 30.000 coentagens por minuto com um conta-
dor, cuja janela meca 2cm2 e cuja geometria apresente uma
eficiéncia de 10%. Serdo, desta maneira, 1500 eletrdnios por
cm?2 a atingir o filme por minuto. Para alcancar a cifra de 107
eletronios, serdo necessarios entdo 5 dias de exposicao.

Pelo exposto, nota-se que os calculos sdo aproximados, per-
mitindo uma estimativa mais ou menos grosseira do iempo de
exposicdo. Por essa razao, aconselha-sz que ap preparar um ra-
dicautégrafo, facam-se varias montagens, com cortes do mes-
mo tecido (radioautografia histoldgica) ou com diversos peda-
¢os do mesmo orgdo, ou diversas folhas da mesma planta, se
for o caso. Calculado o tempo da exposicdo, pelo méiodo ante-
riormente descrito, os radicautdgrafos irdo sendo revelados a
intervalos, antes e depois do tempo de exposicao calculado
(DUGGER, 1957).

TECNICAS RADIOAUTOGRAFICAS

Quando se trata de radicautografia geral, a técnica néo a-
presenta maiores dificuldades: o tecido é mantido apertado
sbbre a emulsao fotografica da qual é separado por uma f6lha
muito fina de aluminio, ou um filme plastico (COMAR, 1955).
Hssa separacio é feita para evitar injarias quimicas na emul-
sao, por parte das substdncias que o tecido pode possuir (KA-
MEN, 1951). Quando a energia das particulas B é tdo pequena
que nén possa airavessar mesmo um filme fine de plastigo
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(C14, por exemplo), a.separagao pode ser omitida, desde que
se faca um ensaio em branco, isto é, que se faca uma radioau-
tografia de um tecido semelhante, sem radioisétopos, para po-
der-se avaliar o velado produzido pelos produtos guimicos do
tecido.

Quando se trata de tecido vegetal (f6lha, ete.), éste pode
ser preparado antes da exposi¢ao, como espécime de herbario,
depois comprimido sobre a emulsio sem separagio nenhuma,
Isso, porém, nao evita que haja translocagao do radioisétopo
depois de colhido o material. Essa translocacéo pode ser evita-
da, secando-se o material entre félhas de papel absorvente, a
baixa temperatura, A exposi¢ao, nesse caso, também se faz a
baixa ternperatura (entre 20 e 10°C).

Depois de exposto, o filme é revelado, e depois de séco po-
dera ser comparado com o material original, ou com uma fo-
tografia do mesmo, previamente tirada.

No caso da radioautografia histologica, a dificuldade &
maior, pois o alinhamento perfeito entre a emulsio e o corte
histolégico deve ser mantido desde a exposicdo até depois da
chapa revelada, para que se possa fazer a correlacdo perfeita
entre a imagem radiografica e as partes correspondentes do
corte. Vérias técnicas tém sido propostas; dentre elas, as mais
usadas sao :

a) — Método de LACASSAGNE & HAMILTON (FRAN-
CIS & outros, 1954).

O corte é montado sdbre a emulsdo em uma chapa de vi-
dro, para a exposigdo. Para revelar a emulsdo, esta é separada
do corte, que é entdo colorido da maneira conveniente. Depois
de séca a chapa e pronto o corte, sao examinados lado a lado,
no microscépio. B’ uma técnica das mais simples, porém néo &
de muita precisao.

b) — Método de EVANS (ARONOFF, 1956; DUGGER,
1957; FRANCIS & outros, 1954).

Os cortes montados em parafina sio feitos flutuar em agua
e dai colhidos pela chapa fotografica. Depois de séca, a monta-
gem é deixada em repouso pelo tempo necessario a4 exposicao,
e depois revelada. Logo o corte é desparafinado e colorido, sem
ser removido de sobre a emulséo.

¢) — Método da emulséo liquida (ARONOFF, 1956; DUG-
GER, 1957; FRANCIS & outros, 1954; KAMEN, 1951).

O corte é preparado de maneira normal e montado em
uma lamina de vidro, e logo coberto com um filme muito fino
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de colédio. Sobre o celédio é espalhada a emulsao liquida. Esta
pode ser conseguida por aquecimento a pouco menos de 40°C
(38-39°C). A exposicdo e revelacdo da emulsdo sdo executadas
da maneira usual.

d) — Método do “stripping film” (ARONOFF, 1956; DUG-
GER, 1957; FRANCIS & outros, 1954; KAMEN, 1951).

Certos filmes podem ser conseguidos na forma do “strip-
ping film”, isto é, com a emulsao destacivel da base. A emul-
sdo destacada é aplicada, unida sébre o corte ja preparado,
montado em lamina de vidro. Depois da exposicdo, a emulsao
é revelada de maneira usual.

REVELACAO

Uma das operacdes que merece o maior cuidado do pesqu:
sador, é a revelacao dos radioautogramas. E’ nesta fase que po-
de aparecer a maioria dos defeitos da radioautografia.

Quando se trata da radicautografia geral, o interésse esta
em que aparega o maior contraste possivel entre as areas que
receberam radiacio e as areas virgens. Nao tem grande impor-
tancia o velado de fundo, nem a grandeza dos graos. Usa-se en-
téo, nesse caso, um revelador rapido de contraste elevado. Exis-
tem varias receitas, aconselhadas pelas diversas fabricas dos
filmes. A mais usada é a conhecida por D-11 da Kodak. E’ um
revelador rapido, d& negativos contrastados.

No caso de radioautografia detalhada, o que importa mais
é a definicdo. Esta depende principalmente do tamanho dos
graos revelados. Quanto mais fino o gréo, maior a definigéo.
Deve-se evitar também o véu de fundo. Aqui é interessante
usar uma receita baseada na parafenilenodiamina, que da os
reveladores que produzem o grdo mais fino possivel e zom
menor velado de fundo. Sao muito conhecidas as receitas Sease
que usam p-fenilenodiamina-glicina.

RECEITAS

Sease n. 4 D II
Metol (Elon, Rodol, etc.) — 1g
Sulfato de sodio anidro 90 g g
Parafenilenodiamina 10g —_
Hidroquinona — 9g
Glicina 12 g —_
Carbonato de sddio anidro — 25 g
Brometo de potassio - 5g

Agua até 1000 ml 1000 ml
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ALGUMAS CONSIDERACOES IMPORTANTES
SOBRE A REVELACAO

a) Todos os banhos devem ter a mesma temperatura, e es-
ta nao deve ser maior que 25°C; b) todos os banhos devem ser
filirados antes do uso; ¢) durante a revelacao, a Gnica luz per-
mitida é a recomendada pelo fabricante do filme. Para os fil-
mes de Raios X, pode ser usada qualquer lampada vermelha
de seguranca; d) os banhos devem ser agitados durante o pro-
cesso. No caso de radioautografia histologica, deve-se tfomav
cuidado para evitar que o corte seja desligado da emulsao.

APLICACOES DA RADIOAUTOGRAFIA EM
FISIOLOGIA VEGETAL

A radioautografia tem sido de grande utilidade nos estudos
relativos & absoredo de diversos elementos pelos vegetais, sua
acumulacéo e translocagio nos diversos 6rgaos. Assim tem sido
usada a radioautografia geral para estudar: a absorcao de
P32 pelo tomateiro em solucdo nutritiva e sua acumulacao em
foihas e frutos jovens (DUGGER, 1957; KAMEN, 1951: MA-
LAVOLTA & CARLTON, 1953). Absor¢ao pelas folhas e trans-
lacacao do P32, em tomateiro (MALAVOLTA & CARLTON,
1953). Influéncia do método de aplicagao de superfosfato na
absorcac de P32 pelo cafeeiro (*) (sdbre gsse experimento sao
dados detalhes adiante). Influéncia do Al na absorcao e trans-
locacdo de P32 em cevada (DUGGER, 1957), demonstrando que
o Al inibe a iranslocacao do P32, fazendo-o acumular-se nas
raizes. Absorcdo e distribuicao de S35 pela raiz de frigo | DUG-
3R, 1957). Absorgao e translocagdo de S35 em fetjao, beter-
raba e tomate (DUGGER, 1957). Comparacao da disponibili-
dade de Ca45 aplicado em diversas formas, em tomate, alfafa,
ete. (DUGGER, 1957). Absorcao e distribuicdo de Znb5 emn to-
mates (MALAVOLTA & CARLTON, 1953). Comparacao en-
{re a distribuicao de Fe, EDTA e Fe 55504, ete. (DUGGER,
1957). Além dessas, muitas oulras aplicagoes tém sicdo feitas
com a radioautografia detalhada, tanto para o estudo de mi-
cruorganismos, como para estudos citologicos.

As figuras de ns. 1 a 6 referem-se ao trabalho gue estudou
a mmfluéneia do método de aplicagao de supertosfato na ebsor-
céac de P32 pelo cafeeiro.

Foram aplicados em cateeiros de 18 meses de idade, Bour-
bon amarelo, 150 g por cova de superfosfato marcado como P32,
da seguinte maneira :

(*) — Trabalho ainda nao publicado.

P



RADIOAUTOGRAFIAS DE FOLHAS DE CAFE PULVERI-

ZADO COM SUPERFOSFATO MARCADO COM P32: 1 e 6

— félhas que receberam a pulverizagéo; 2, 3, 4 e 5 — f6lhas nas-

cidas apdés a pulverizacdo, demonstrando a translocacio do
P32 das félhas mais velhas para as mais novas
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a) em coroa; b) em meia coroa; ¢) superficial; d) pulveri-
7a¢a0.

Algum tempo depois foram feitos radioautégrafos das fa-
lJhas que receberam aplicagdo direta do superfosfato dos cale-
eiros pulverizados e de félhas que nasceram depois da aplica-

go.

i Tendo os radioautégrafos mostrado grande absorgdo, fo-
ram feitas contagens e andlises. Os resultados obtidos foram
os seguintes :

Tratamento Absorcao
2 1,7%
1 2,5%
3 10,%
4 40,%

(Estas porcentagens referem-se a fosforo marcado: fosforo
iotal nas f6lhas).
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