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INTRODUCAO

O estudo histolégico do tecido 6sseo
tanto humano como de animais apresen-
tou sempre grandes dificuldades, devido
aos métodos de descalcificacdo. Estas di-
ficuldades tornam-se mais evidentes
quando, além do estudo do tecido 6sseo
em si, interessam as andlises de outrqs
tecidos, tais como o nervoso e neuro-epi-
telial. Interessados no estudo da coclea,
tivemos oportunidade de experimentar
varios métodos de descalcificacao e de
compara-los com o método eletrolitico,
que, ultimamente, esta sendo bastante
utilizado.

Sabe-se que os métodos classicos de
descalcificacdo apresentam um lado ne-
gativo em conseqiiéncia do longo tempo
de descalcificacdo e, portanto com possi-
bilidade de graves alteracoes nos tecidos
pelo contato prolongado com os acidos
descalcificantes, impossibilitando a apli-
cacdo proveitosa de alguns métodos his-
tologicos.

O método da descalcificacao eletroli-
tica, ao contrario, apresenta a possibili-
dade de climinar contatos muitos pro-
longados com os acidos descalcificantes.

Durante os estudos ¢ pesquisas sobre
a descalcificacdo ecletrolitica, tivemos
oportunidade de experimentar varios mé-
todos histologicos com resultados que
comprovam as vantagens auferidas pela
eletrolise.

Precedida por ampla revisao biblio-
grafica vamos apresentar os resultados
de nossas experiéncias.

LITERATURA

Um assuntc tdo complexo como o da
descalcificacdo necessita ser analisado
gradualmente, partindo de métodos que
podemos chamar de classicos para passar
depois a literatura que trata dos métodos
pspeciais.

Romeis (1) define a descalcificacao
como sendo ‘“a prévia eliminacdo de sais
calcareos alojados em sua substancia
fundamental”. A descalcificacdo é feita
pelo tratamento do tecido dsseo por 4ci-
dos, que libertam os sais calcareos. Por
conseguinte, os compostos calcareos inso-
luveis em &4gua existente no osso sdo
substituidos por outros que sdo soltveis
em agua ou alcool, facilitando, desta ma-
neira, sua eliminacéo.

O autor € de opinido que a descalci-
ficacdo deve ser precedida de uma fixa-
cdo. Cita uma série de fixadores, ndo in-
cluindo o acido picrico e tricloroacético
por serem também descalcificadores.

A descalcificacdo verifica-se com di-
ferentes liquidos que sdo renovados dia-
riamente, variando também a sua dura-
cao em relacdo ao material tratado e o
liquido descalcificador.

Apoés a descalcificacdo deve-se lavar
a peca cuidadosamente e fazer a inclusio
em parafina ou celoidina.

Entre os liquidos descalcificantes
mais importantes, indica o acido nitrico
a 5%, como o melhor e mais rapido, des-
calcificando em 10 horas uma quantidade
de 0,4 ¢ de osso, por mais compacto que
scja, acido sulfuroso em solucdo aquosa
saturada a 5%, chamando a atencéo de
que a descalcificacdo com éle é mais len-

t*) Trabalho realzado no Depurtamento de Neuro-Anatonia com auxilio da Fundagio Rockefeller e do

Censelho Naclonal de Pesquisas.
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ta que com o acido nitrico; a solugédo de
cloreto de so6dio e 4acido cloridrico de
Ebner que demonstra bem a estrutura
fibrilar e laminar do tecido Osseo, mas
prejudica, profundamente, as estruturas
celulares; pouco recomendavel € o acido
cloridrico; o acido tricloroacético em so-
lucdo aquosa a 57 dezcalcifica bastan-
te rapidamente ao mesmo tempo que fixa
o matecrial; o acido picrico é usado em
solucdo aquosa ccnczentrada, mas descal-
cifica muito lentamente e por isso ¢ uti-
lizado em material embrionario e 0ssos
de animais jovens; um descalcificante
mais rapido é o acido picronitrico.

Da Costa e Chaves (2) consideram a
descalcificacao como “um meétodo cuja fi-
nalidade consiste em desembaracar dos
sais calcareos os tecidos que os contém
(ossos © dentes)”.

Aconselham a descalcificacao depois
de fixacao com acido nitrico diluido em
alcool a 5%« ou em agua em proporcoes
que vao de 2 a 159 conforme oS casos.
Outro descalcificador recomendado € o
anidrido sulfuroso em solucdo aquosa a
5% . Os autores insistem ainda na possi-
bilidade de, tratandc-se de pecas peque-
nas, descalcifica-las no proéprio fixador
como é o caso do liquido de Fleming
(4cido cromico e acido acético), liquido
de Susa (acido tricloroacético e acético),
cte. ..

Fernandes (3) diz que qualquer &ci-
do suscetivel de fornecer sais de calcio
ou magnésio soluveis em agua podera ser
utilizado, empregando-se geralmente, os
acidos niirico, cloridrico, férmico, triclo-
roacético, picrico, etc... Em relacdo ao
acido nitrico afirma que néo causa entu-
mecimento dos tecidos e as melhores co-
loragdes sao obtidas em cortes de mate-
riais por éle descalcificados, provavel-
mente devido ao seu elevado potencial de
oxidacdc; o éacido cloridrico é o mais usa-
do e mesmo em solucdes muito diluidas
tem acao rapida, mas produz entumeci-
mento apreciavel dos tecidos; éste incon-
veniente pode ser evitado até certo ponto
diluindo em alcool ou combinando com
acido cromico ou adicionando sulfito de
sodio a 5-10‘/; o acido férmico é empre-
gado em solucao a 5« aquosa ou alcoodli-
ca, ou em mistura com o formol a 10-
20°7; o acido picrico, descalcificando
muito lentamente, é aconselhado em so-

lugdo aquosa saturada para descalcifica-
cdo de tecidos embrionarios; o acido tri-
cloroacético é empregado em geral na
percentagem de 5% em mistura com o
liquido fixador (formol) a 10%. O autor
diz que, em geral, a inclusdo em celoi-
dina é preferivel.

Beccari (4) aconselha o acido nitrico
em solucdo aquosa a 5%, quando se tra-
ta de ossos de adultos, e a 1%, quando
for ossos fetais, sempre depois de boa fi-
xacao.

O autor afirma que pecas pequenas
descalcificam entre 5 e 10 dias, devendo
ser renovado o liquido pelo menos 3 vé-
zes. Cita, outrossim, o uso de alguns li-
guidos fixadores que sdo contemporanea-
mente descalcificantes como é o de Fle-
ming.

Para estudar as estruturas finas do
dente ou osso éle indica o 4cido cloridrico
salgado de Ebner, cuja féormula é a se-
guinte: a 100 cc de solucdo saturada
aquosa de cloreto de sodio juntam-se
100 cc de 4gua e 4 cc de acido clori-
drico. Cada 2 ou 3 dias acrescentam-se
2 cc de acido cloridrico até que o 0sso
fique flexivel, passandp, depois, a la-
vagem e inclusdo preferivelmente em
celoidina cu celoidina-parafina. O autor
salienta também que em geral a fixacdo
¢ fundamental no prccesso de descalci-
ficacdo, afirmando que, quando existe
boa fixacao, o acido nitrico nao altera a
estrutura dos tecidos.

Gomori (5) diz que a descalcificacao
dos tecidos através de procedimentos re-
gulares destroi tédas as fosfatases. Lorch
¢ Greep, Fischer, Morse afirmam que pe-
quenos pedacos de ossos podem ser des-
calcificados apos fixacdo em alcool, em
um citrato tampao a ph 4,4-5 (exposto
durante alguns dias). Apos a descalci-
ficacdo, o tecido é reativado a pH em
torno de 9 (tampao Barbital), desidra-
tado, incluido. Até que ponto a enzima
é preservada nao foi determinado, mas
nenhuma atividade autoriza a permitir
a localizacdo por métodos comuns.

Lison (6) aborda indiretamente a
descalcificacao, quando trata dos méto-
dos destinados, especialmente, para de-
monstracdo dos ais insoluveis de calcio
(fostato e carbonato).

Refere-se ao método original ar-
géntico de Von Kossa que usa como fi-
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xador formol sublimado e alcool, ao mé-
todo de Gomori que descalcifica durante
um a trés dias no acido sulfosalicilico a
6-8 e desaconselha o uso de acido ni-
trico porque dissolve a prata.

Lillie (7), no seu livro de técnica
histopatol()gica e histoquimica prética
éo prlmelro tratadista a referir-se as
pesqulsas sobre descalcificagao eletroliti-
ca que ja comecam a ser conhecidas e
usadas sobretudo pelas vantagens que
o método apresenta, espec1a1mente redu-
zindo a poucas horas a permanéncia do
tecido 6sseo nos acidos descalcificantes.
Devido ao fato dos métodos normais de
descalcificacdo dificultarem a aplicagdo
das técnicas histolégicas, bem como de
expor as pecas aos acidos descalcificado-
res por muito tempo, a descalcificagdo
eletrolitica suscitou um grande entusias-
mo nos meios cientificos.

O autor, possuindo Pxperlenma por
ter contxolado o método no proprio la-
boratorio, afirma que @ rapidez da des-
calcificacdo eletrolitica era conseqiiéncia
Unicamente a elevacdo da temperatura.

Montaldo (8), analisando ampla-
mente o problema da descalcificacao,
considera bons descalcificadores o acido
nitrico a 5-25%, o acido cloridrico a 5-
10%, o 4cido térmico 2 3-33% (sobre-
tudo na descalcificacdo dos dentes) e o
acido picrico em solucdo saturada a frio.

Na descalcificacdo eletrolitica propoe
as seguintes solugbes descalcificantes:
acido cloridrico a 8% mais acido férmico
a 10% em partes iguais ou acido triclo-
roacético a 5% com formol em partes
iguais. Devido a clevacao da tempexatuxa
(40-45°C) durante a eletrolige, ‘sugere
uma adequada refrigeracao.

Pearse (9) também é favoravel ao
método de descalcificacdo eletrolitica e
no seu tratado recente de histoquimica
aplicada e teorica considera-o eficaz; da
mesma opinido é Romeis (10) na ultima
edicdo do seu tratado sbbre técnicas his-
tologicas.

A revisae bibliografica da literatura
especial, embora conlraditoria, evidencia
em geral a preocupacdo dos pesquisado-
res em cbter um método rapido ¢ que
ofereca uma margem de seguranca ra-
zoavel na aplicacdo dos métodos histo-
16gicos.

Sabe-se que a descalcificacao € ob-

tida emergindo a peca préviamente fi-
xada em solucdo de acidos ou de sais
capazes de constituir compostos de cal-
cio soluveis em agua e que a velocidade
de descalcificagdo dos varios acidos ou
sais é diretamente proporcional a solu-
bilidade do composto que substitui,
bem como a superficie da pecga e inversa-
mente proporcional & sua massa.

A descalcificacdo, segundo os mé-
todos classicos com é&cido cloridrico e ni-
trico, como j& demonstramos nesta re-
visdo bibliografica, proporciona nas maos
de técnicos experimentados, resultados
satisfatérios; entretanto, sem eliminar
completamente os frés inconvenientes:
a) lentiddo do processo de descalcifica-
cao, ligada a escassa solubilidade dos
sais de calcio do liquido descalcificante
com pH muito baixo que impde troca
continua do liquido; b) retardamento da
aplicacdo da técnica histologica; c) per-
manéncia da peca por um tempo muito
longo em ambiente fortemente 4cido,
trazendo conseqiientemente, alteracoes
profundas, tanto nas caracteristicas tin-
toriais dos métodos histolégicos como na
estrutura morfolégica do tecido.

Cs cleitos negativos déste tipo de
descalcificacdo nao se refletem sé no
tecido 0sseo, mas com muito mais evi-
déncia no tecido nervoso, neuroepitélio,
etc.; portanto, a sua aplicacdo, deter-
mina profundas modificacdes em certas
pecas, como a coclea.

Dai, conclui-se que as tentativas de
substituicdo ou modificacdo dos classi-
cos descalcificantes sdo orientados no
sentido de reduzir o tempo de descalci-
ficacdo, cvitar a acdo prolongada dos
acidos fortes nos lecidos e assim, permi-
tir a aplicacdo das técnicas histologicas
adequadas.

Lembramos os esfor¢cos realizados
por Clapp (11), que associava acidos for-
tes com substancias tipo fluoroglicinol;
De Galanta (12) que usou sem grandes
resultados a associacdo de acidos fortes
com trinitrofenol; Kramer e Shippley
(13) que usaram o método do citrato de
magnésin.

Jaffé (14), em uma revisdo de mé-
tedos para o estudo do tecido 6sseo, afir-
ma que o acido formico ndo é um agente
satisfatorio por sua tendéncia em pro-
duzir entumecimento das fibras.



18 ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA DE PORTO ALEGRE

Evans e Krajian (15), discordando
das afirmativas de Jaffé, declaram ter
conseguido uma O6tima descalcificacdo
com uma solucdo em partes iguais de
359% de uma solucdo aquosa de acido
formico e 20 de uma solucdo aquosa
de citrato de sédio, usada depois de fi-
xacdo comum em sclugdo de formaldeido
ou de um fixador padrdo. O tempo para
descalcificacdo podera variar de poucas
horas até 3 a 4 dias, dependendo das ca-
racteristicas do tecido e do tamanho da
peca.

Mac Namara (16) experimentou a
associacdo de éacidos fortes com acidos
fracos (acido tricloroacético mais acido
nitrico).

Um bom método de rapida descalci-
ficacdo € o usado por Wilson (17), cuja
técnica € a seguinte: 1.°) fixacdo em
formalina a 10¢/; 2.°) lavagem em agua
corrente; 3.°) passar na série dos alcoois
e depois na mistura de alcool absoluto-
éter durante 2 horas; 4.°) passagem em
éter; 5.°) passagem em alcool-éter e de-
pois nos alcoois decrescentes; 6.°) lava-
gem em agua corrente; 7.°) descalcifi-
cacao em solucao a 20% de acido nitrico
ao vacuo; 8.°) tratar com solucdo aquo-
sa de carbonato de litio ao vacuo; 9.9)
lavagem em 4agua corrente durante 12
horas e 10.°) inclusao em parafina ou
celoidina.

Outro método de descalcificacio ¢ o
descrito por Powers (18), modificando a
técnica histoloégica de Ungewitter usada
para dentes, que consta do seguinte: 1.°)
fixar por 3 ou mais dias na solucao com-
posta de: a) solucdo aquosa saturada de
acido picrico, 75 ml; b) formalina a 37%,
25 ml e ¢) acido tricloroacético, 1 gr; 2.°)
lavagem em agua corrente por uma noite
ou 24 horas; 3.°) descalcificar em solu-
cao a 5% de acido tricloroacético em al-
cool a 50 ; 4.°) depois lavar em agua
corrente por 24 horas; 5.°) desidratar
por 24 horas, vagarosamente, em alcool
a 30%, 50% e 70% durante 48 a 72 ho-
ras em alcool a 95% mais acido n-buti-
lico em partes iguais e depois em alcool
n-butilico por 48-72 horas; 6.°) inclusao
em parafina.

Ebling (19), estudando a inervacao
do periodonto de incisivo inferior do rato
e Louro (20), a inervacao da polpa den-
taria e da dentina, empregaram a mo-

dificacdo proposta por Powers com bons
resultados na descalcificacdo do dente.
Dotti, Paparo e Clarke (21) usaram
a descalcificacdo em dacido férmico com
resinas trocadoras pelo processo de troca
ionica, método que foi também usado
com bons resultados por Rasmussen (22)
na descalcificagdo do 6rgdo da audigéo.
Schmit (23) idealizou um método
que permite obter descalcificagdo em
24-48 horas com o uso de uma solugédo
de “disodium Versenatte” e formalina,
obtendo contemporaneamente fixacdo e
descalcificacdo do tecido.

Richmann, Gelfand e Hill (24) fo-
ram os primeiros a aplicar o procedimen-
to eletrolitico para obter o aceleramento
das reacoes que intervém durante o pro-
cesso de descalcificacdo. O principio do
método é determinar a ionizacdo e a mi-
gracao forcada do célcio do tecido dsseo,
0 que € obtido ligando a peca ao andédio
num banho eletrolitico. Os autores ex-
perimentalmente excluiram o uso de
substancias oxidantes, como os nitratos
e cromatos, por destruirem rapidamente
a substincia organica. Também os &ci-
dos organicos e os seus sais demonstra-
ram lentiddo no processo de descalcifi-
cacdo pela escassa ionizacdo que pos-
suem. Os acidos inorganicos nao exidan-
tes, fortemente ionizaveis, forneceram
melhores resultados e muito satisfatérios
foram os obtidos com uma solucdo de
acido cloridrico a 8% e de acido formico
a 10%, conseguindo-se descalcifica¢ao
completa entre 2 e 6 horas, desaconse-
'hando concentracoes mais altas.

A documentacao fotografica dos re-
sultados obtidos em um fragmento de
esterno de 1 cm de espessura, descalci-
ficado em 3 horas revela Otima conser-
vacdo e coloracdo dos tecidos, particular-
mente, dos elementos da medula Ossea.

Ippolito (25) modificou o método
original de Richman e col.,, usando uma
solucao de acido cloridrico a 2% e acido
tricloroacético a 34 com eletrodos de
mercurio e carvao; o eletrodo de mercurio
fixaria o calcio, como amalgama.

LILLIE (26), em uma série de ex-
periéncias com controles, estabeleceu que
a rapidez da descalcificacdo eletrolitica
era devido unicamente a elevacao da
temperatura pela passagem da corrente
elétrica, observando que o aumento da
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temperatura e da quantidade do liquido
descalciticante nao influia no tempo da
realizacéo do processo.

Merlo (27) usou a modificacdo de
Ippolito para a dosagem quimica do cal-
cio nos 0ssos.

Contu e Pirodda (28) experimenta-
ram a descalcificacdo eletrolitica em os-
sos temporais de cobaio, gato e cao, usan-
do praticamente as modalidades técnicas
sugeridas por Richman e col. que consis-
tem em banho eletrolitico em uma solu-
cdo de 4acido formico a 5% e acido clo-
ridrico a 4% , usando corrente continua
de 3 2 4 volts e 0,2 ampeéres. Déste modo
obtiveram descalcificacdo completa em
3 a 6 horas. As preparacoes histologicas
de tecido dsseo, cartilaginoso, elementos
neuroepiteliais, sustentacdo e fibras ner-
vosas se apresentaram com imagens sa-
tisfatorias e sempre superiores as obti-
das com os métodos de descalcificacdo
comum.

Contu, Pirodda e Lipparini (29) ob-
servaram que a aplicacdo dos métodos de
1mp1egnacao de prata na demonstracao

s terminacbes nervosas no orgao co-
cleax, d4 resultados 6timos apds o uso
de descalcificacdo eletrolitica.

Kovacs (30) que inicialmente expe-
rimentou o método de Wilson na descal-
cificacdo dos dentes, sem conseguir boa
demonstlacao histolégica da polpa, uti-
lizando o métado da descalcificacdo ele-
trolitica com uma solucdo de acido tor-
mico a 107 e éacido cloridrico a 8% e
contrclando a temperatura que néo deve
scr superior a 30°C, verificou com a apll-
cacdo dos métodos da hematoxilina-eosi-
na, Mallory, método de Eros a fucsina
acida e método de impregnacdo de prata,
que a conservacdo e a colorabilidade dos
tecidos permite boas preparacoes em me-
nos de 24 horas.

Lucas (31) confirmou os resultados
de Lillie ou seja que o efeito descalcifi-
cante da eletrélise era conseqliéncia ex-
clusivamente do aumento da tempera-
tura.

Kovacs (32), aplicando com bons re-
sultados, em dentes humanos descalci-
ficados eletroliticamente, os métodos de
‘mpregnacao de prata, de Bielschowsky-
Gross, Cajal-De Castro, Bodian, Rio Hor-
tega, Ruffini ¢ Bielschowsky com modi-
ficacoes pessoais, observou nos canali-

culos da dentina fibrilas nervosas amie-
linicas que envolvem em forma de plexo
os prolongamentos dos odontoblastos.

Contu e Montenegro (33), usando o
método de descalcificacdo eletrolitica su-
gerida por Richman e col. com uma mo-
dificac@o casual, indicam terem conse-
guido uma boa eliminacdo do tecido 0s-
seo sem comprometimento de estruturas
delicadas, como os constituintes do te-
cido nervoso. Nesta observacio, os auto-
res relatam que, obtida a descalcificacao,
a peca Ossea continuando no liquido des-
calcificante durante mais alguns dias,
produz-se um entumecimento do tecido
0sseo e a sua dissolucgdo.

Freire de Barros (34), estudando a
descalcificacdo do dente, faz uma com-
paracao entre os varios processos de des-
calcificacdo, dedicando-se especialmente
em verificar as vantagens qualitativas do
método de descalcificacio eletrolitica. Os
métodos empregados foram os seguintes:
solucdo de acido nitricoa 27/ ,6% e 10%;
solucdo de 4acido cloridrico a 2%, 67 e
10%7 e solucdo de acido citrico a 2%,
6% e 107 e descalcificacdo eletrolitica,
usando sclucées de acido férmico a 4%
¢ acido cloridrico a 5% . O autor conse-
guig melhor resultado com a descalcifi-
cacao eletrolitica, a qual forneceu 6tima
conservacdo das estruturas histolégicas e
grande afinidade para os corantes.

Contu e Montenegro (35) fizeram
um estudo sobre a descalcificac@o eletro-
litica em pecas fixadas em substancias
diversas e com um contréle rigoroso do
pH ¢ da temperatura. Os autores che-
garam a conclusdo de que a descalci-
ficacao cletrolitica, empregando-se uma
solucao de acido cloridrico a 4% e acido
formico a 5%, com um contréle do pH e
da temperatura sébre ossos fixados em
varios fixadores, ndo provoca nenhuma
alteracao na aplicagdo dos métodos de
coicracao comum; devendo, entretanto,
a escolha do fixador estar relacionada
com o método histologico a ser aplicado.

Freire de Barros (36), em um traba-
lho sobre o ganglio de Corti do feixe in-
traganglionar no qual usou os métodos
de Schultze modificado por Saxem, Ra-
mon e Cajal, Cajal-de Castro, Bodian se-
gundo Leghissa (37), Bodian segundo
Beceari (4), Bodian segundo Contu, Pi-
rodda ¢ Lipparini (29), Rio Hortega e
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Bielchowsky segundo Montenegro (38),
aconselha a descalcificacdo eletrolitica
em banho constituido por 200 cc de uma
solucéo de &cido cloridrico a 4% e acido
formico a 57 com centréle constante da
temperatura que nao deve passar dos
35°C. O tempo empregado para a descal-
cificacao varia de 3-6 horas, evitando-se
assim danos nas estruturas tissulares da
peca por ser pequena a permanéncia na
solucao descalcificante.

Morris e Benton (39), estudando o
processo de descalcificacao eletrolitica,
chegaram a conclusdao que o Unico res-
ponsavel pelc efeito descalcificante seria
o aumento de temperatura, confirmando
assim os resultados de Lillie e de Lucas.

Skaldin, Savtchenko e Popoff (40)

descalcificaram com otimes resultados
fragmentos de ossos compactos em 42-72
noras e de ossos esponjosos em 6-12 ho-
ras, usando uma solucao eletrolitica de
acido nitrico (150 ml), fermaldeido (150
ml) e agua distilada (700 ml).

Contu (41), estudando a inervacao
da coclea, obteve bons resultados com a
aplicacdo de métodos de impregnacao de
prata em temporais descalciticados ele-
troliticamente.

Contu (42), prosseguindo cs cstudos
com uma solucdo de acido cloridrico a
4% e acido formico a 4., insiste na ne-
cessidade do uso de material fixado ¢ um
contrdle constante da temperatura du-
rante a descalcificacdo, estabelecendo-a
entre 25-30°C.

Contu (43), trabalhando em tempo-
rais de gato descalcificados eletrolitica-
mente, verificou que os tecidos 0sseos e
cartilaginosos, elementos neuro-epiteliais
e elementos de sustentacao, fibras nervo-
sas mielinicas e amielinicas, aparecem es-
pecialmente em cortes tratados com a
impregnacao de prata, com imagens sa-
tistatdrias, constantemente superiores as
correspondentes obtidas pelos métodos co-
muns de descalcificacao.

Bifano (44) construiu um descalci-
ficador no qual usava grande quantidade
de liquidc descalcificante (acido clori-
drico a 2/ malis acido férmico a 8,27
e a temperatura censtante nao superior
a 25°C, com intensidade decorrente de
2 a 7 amperes e com inversdao periodica
da polaridade, permitindo assim a agi-
tacac continua do liquido. Esta ultima

particularidade é também a base do pro-
cesso de Thoma (45).

Thoma (45), baseado na hipdtese de
que um dos fatores importantes na ace-
leracao da descalcificacao consistia na
agitacao continua do liquido, utilizou um
agitador constituido por uma roda acio-
nada pela agua de uma torneira.

Celestino (46), empregou um apa-
relho de corrente continua com possibi-
lidade de variar a intensidade de 1 a 1000
mA ¢ o potencial de 2 a 25 V, descalcifi-
cou eletroliticamente femur e rochedo
do temporal de ratos fixados em forma-
lina salgada a 107, calculando a veloci-
dade de descalcificacao com a perda de
péso do osso. No seu trabalho, experimen-
tando os liquidos usados por Richman e
col., Ippolito, Bifano, como também so-
lucoes de acido nitrico a 5%, acido citri-
co a 5%, citrato de amoénio a 10%., ci-
trato de soédio a 107, citrato de potassio
a 109, acido citrico a 2%, mais citrato
de amoénio a 10%, acido citrico a 2%
mais citrato de sodio a 10% , acido citrico
a 2% mais citrato de potassio a 10%,
concluiu que a eletrolise aquecendo, di-
luindo e agitando o liquido pode ser pra-
ticamente usada como meio indireto para
acelerar a descalcificacao.

Chaves (47 e 48), usando uma so-
lucao de acido formico a 5% e acido clo-
ridrico a 4‘7, descalcificou eletrolitica-
mente dentes permanentes higidos, ob-
tendo, com a aplicacdo da técnica de
Bodian modificada, imagens dos cana-
liculos dentinarios que permitiram ao
autor suspeitar a possivel existéncia de
fibras ¢ terminacgoes aervosas.

Freire de Barros (49) utilizou a des-
caleificacao eletrolitica no estudo do gan-
olio de Gasser de alguns vertebrados, a-
plicando sucessivamente com éxito os
métodos de Cajal-De Castro, Ramon e
Cajal, Bedian modificado e Ungewitter
modificado.

Di Piramo (50) realizou a descalci-
ficacao eletrolitica de dentes fixados em
formol a 10%, usando eletrodos de gra-
tita e uma solucdo de acido férmico a
10°¢ mais acido cloridrico a 8. Os
dentes sao colocados no anodo a tempe-
ratura constante e sem agitacao. Foi
determinada a percentagem e o tempo
de descalcificacao em funcao da densi-
dade da corrente anodica ¢ a esta acha-
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se também condicionada a aceleracdo da
descalcificacéo eletrolitica. Com © au-
mento da densidade da corrente foi ob-
tido maiores concentracdes de acido-for-
mico na zona anddica, acelerando-se desta
maneira o preccesso de descalcificacdo das
pecas.

Contu (51), depois de fixacdo intra-
vital e descalcificacdo eletrolitica, usou
com bons resultados em cocleas de gato
0os métodos de Cajal-De Castro e da he-
matoxilina férrica para estudar a mor-
fologia das células nervosas no canal de
Resenthal, nes canais descendentes do
modiolo, na base do modiolo e no nervo
acustico até o tronco comum.

Contu ¢ Farias (52), estudando tem-
porais humanos, de gato e de cobaios des-
calcificados eletroliticamente, observa-
ram que a aplicacdo do método de Bodian
modificado dava imagens de tecido 6sseo
superiores aquelas obtidas com outro tipo
de descalcificacao, evidenciando bem os
ostedceitos com seus prolongamentos anas-
tomosados entre si, nucleos centrais e
condriosomas granulares ou em torma de
bastdo nas células e nos seus prolonga-
mentos.

Contu e Chaves (53) usaram com
bons resultados, no estudo da fosfatase
alcalina, a descalcificacdo eletrolitica em
[ragmentos de ossos de ratos fixados em
acetona a frio e alcool a 80°. A descalci-
ficacdo foi obtida em 1-2 horas na solu-
cdo de 75ce de acido cloridrico a 4% e
75cc de acido tormico a 5% .

Neves Pinto (54) insiste no uso da
descalcificacao eletrolitica no estudo da
inervacao da coclea depois da fixacao in-
travital. A aplicacdo dos métodos de Bo-
dian modificado, Cajal-De Castro e he-
matoxilina férrica permitiu uma demons-
tracao clara das fibras cocleares, aferen-
wes o cferentes.

MATERIAL E METODOS

Usamos sistematicamente cocleas de
gato, cobaio e rato recém-nascidos, jovens
e adultos; sendo nossa pesquisa orien-
tada para ver os efeitos da descalcifica-
cao eletrolitica nédo sé sobre o tecido 0s-
seo como também sobre o tecido cartila-
ginoso, muscular, epitelial e nervoso,
preocupando-nos os aspectos ligados a fi-
xacao e inclusao do material.

Utilizamos quase constantemente os-
sos de animais fixades em vivo; esta fi-
xacao apresenta a vantagem de permitir
uma melhor aplicacdo dos métodos his-
tologicos, como foi bem demonstrado em
precedentes pesquisas (28, 29, 34, 35, 41,
ete.).

Praticamente a fixacdo em vivo ga-
rante uma conservacéo ideal do material,
0 que nao ocorre com a fixacdo post-
mortem que geralmente compromete a
peca durante a descalcificacao.

IFoi utilizada a descalcificacao eletro-
litica e como contrdle outras substancias
descalcificantes. Passamos, a seguir, a
descricao dos diversos métodos.

DESCALCIFICACAO ELETROLITICA

Foi usado um aparélno TUNGER,
retiticador de corrente continua de 6-12
volis e de 4-4,5 amperes.

O método se baseia em determinar
a ionisacao e a migracao forcada do Ca,
contido no tecido 6sseo, sob a forma de
fostato triplo de carbonato ou de outros
sais insoluveis.

A peca a descalcificar é ligada ao
anodo, dentro do banho eletrolitico for-
mado por 200 cc de uma solucéo de acido
cleridrico a 4% e éacido férmico a 5%.

Controlamos constantemente a tem-
peratura, para evitar a sua elevagao além
de 35°C, usando para isso pedacos de
gélo ao lado do recipiente que contém a
solu¢ao descalcificante. O pH 0,7 da so-
lucao foi controlado durante o processo
e na realidade manteve-se uniforme.

O tempo empregado para a descal-
cificacdo foi aproximadamente de 3-9
noras.

Como controle usamos as solucoes
de acido nitrico a 5% e acido cloridrico
a 5% , obtendo-se descalcificacao em 12-
20 dias. A descalcificacao foi controlada,
tanto na eletrolitica como nas demais,
com uma reacdo de oxalato de amonio
a 57 e hidréoxido de amoénio a 5%.

Excluindo-se os cortes em congela-
cao, foi preferida a inclusao em celoidina-
parafina com a seguinte técnica: 1.°) ce-
loidina a 2% ... dois dias. 2.°) celoidina-
benzoato de metila em partes iguais. ..
trés dias. 3.°) inclusdao em parafina.
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METODOS HISTOLOGICOS

Usamos os seguintes métodos histo-
légicos:

1.°) método de hematoxilina férrica.
2.°) método de Lison-Dagnelie.

3.°) método de Bodian modificado.

4.°) método de Pearson O’Neil.

5.°) método de Cajal-De Castro.

6.°) método de Bielschowsky modificado.
7.°)  método Bielschowsky-Hortega.

8.°) meétodo de Mallory.

O método de hematoxilina férrica foi
utilizado para o estudo do nucleo e cito-
plasma das células 6sseas, cartilaginosas,
nervosas, etc.; o método de Lison-Dagne-
lie para o estudo da bainha mielinica; o
método de Bodian, para células e fibras
nervosas; o método de Pearson O’Neil,
para demonstracdo de células e fibras
nervosas em material de recém-nascido;
os métodos de Cajal«De Castro, Biels-
chowsky modificado e Bielschowsky-Hor-
tega, para a demonstracdo de células e
fibras nervosas, células neuroepiteliais,
céullas de Schwann e anficitas; o método
de Mallory, para visdo de conjunto das
pecas.

METODO DA HEMATOXILINA-
FERRICA SEGUNDO MECCARI, (4)

1) Fixacao intravital com o liquido de
Bouin.

2) Descalciticacdo eletrolitica.

3) Refixacdo no Bouin.

4) Inclusao em celoidina-parafina.

5) Cortes seriados de 10 micra.

6) Desparafinacdo e passagem, por 24
horas, numa solucdo aquosa de
alumen férrico a 2,5% .

7) Lavagem rapida em agua destilada.

8) Imersdo, durante 16 horas, em he-

matoxilina de Heidenhein assim
preparada: a frio, dissolve-se uma
grama de hematoxilina em 10 cc de
alcool a 90 graus e junta-se 90cc de
agua destilada. A solucdo permane-
ce, durante dois meses, exposta a
luz antes de ser utilizada.

Lavagem em agua corrente por 2-3

horas.

10)

11) Diferenciagdo no alumen férrico a
2,5% , controlada ao microscopio.

12) Lavagem em agua corrente por 1
hora.

13) Passagem em agua destilada.

14) Desidratagdo na série ascendente
dos alcoois.

15) Xilol e montagem em balsamo do
Canada.
Este método nos forneceu imagens

surpreendentemente boas das células

ganglionares de Corti (fig. 1 A), fibras
mielinicas (fig. B e C), células neuro-
epiteliais, ligamento espiral e estria vas-
cular (fig. 2 A), como também do tecido
Osseo, aparecendo bem visiveis os osteo-
citos (fig. 2 B).

Os corpos das células ganglionares
apresentam-se nitidos, revelando nucleo
e citoplasma; as fibras mielinicas apare-
cem bem, tanto em cortes longitudinais
como transversais (fig. 1 B e C).

As fibras cocleares, com a possibili-
dade dos cortes seriados, podem ser obser-
vadas ao longo de sua distribuicdo; o que
nao foi conseguido com as fibras amie-
linicas no osso temporal (plexo caroti-
deo), nem com as fibras que passam pela
foramina nervina por perderem a bainha
mielinica.

METODO DE LISON-DAGNELIE

1) Fixacdo em formol neutro a 10%
durante 5 dias.

2) Descalcificacao eletrolitica.

3) Lavagem em agua corrente durante

24 horas.

4) Refixac@o em formol neutro durante
1 dia.

5) Cortes por congelacdo com 15-20
micra.

6) Corar 12 a 15 horas em solucdo sa-
turada de negro Sudan em alcool a
70°, filtrado antes do uso.

7) Lavagem em agua destilada e mon-
tagem em xarope de Apathy.

Improéprio para o estudo do tecido
Osseo, cartilaginoso, conjuntivo e neuro-
epitélio, € um otimo método para demons-
trar a bainha mielinica, razao pela qual
evidencia com muita nitidez as fibras co-
cleares mielinicas (fig. 3 A, B e C).
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METODO DE BODIAN MODIFICADO
POR CONTU, PIRODA E LIPPARINI
(29)

1) Fixacdo em: formol 5 cc, acido acé-
tico 5 cc e alcool 95° 90 cc.

Outros fixadores bons sdo o De Cas-
tro e o Rio Hortega.

2) Descalcificacdo eletrolitica e poste-
rior fixacdo por 24 horas.

3) Inclusido em celoidina, sec¢do de 12
a 15 micra, e colocacdo dos cortes
em agua distilada.

4) Deixar os cortes, por 12 a 48 horas,
ao frio e no escuro, em protargol a
1%. Em 100 cc de protargol a 1%
se adicionam 4 a 6 gr de cobre ele-
trolitico. A solucdo de protargol é
usada uma sé vez.

5) Agitar em agua distilada e reduzir
por 10 minutos, em: agua distilada
100 cc, hidroquinona 1 gr e sulfito
de sédio 5 gr.

6) Em vez de sufito de sdédio, pode-se
usar 5 cc de formol.

7) Lavagem em agua distilada, por 1
hora e viragem em cloreto de ouro a
1%. Em 100 cc da sol. de cloreto de
ouro a 1%, adicionam-se 3 gotas de
acido acético.

8) Lavagem em agua distilada e pas-
sagem, por 12 a 15 minutos, em uma
solucdo de 4cido oxalico a 1%, até
que se obtenha uma cOr violeta.

9) Lavagem em agua distilada e fixa-

¢do em hiposulfito de soédio a 5%,

durante 2 a 5 minutos.

Lavagem em agua distilada, deshi-

dratacdo e montagem com Balsamo.

Pode-se dar uma coloragdo de con-

traste com acridina vermelha a 1%,

durante 1 minuto, ou corar com o

método de Mallory.

10)

Para a solucdo de protargol, usa-se
agua distilada tamponada, ao ph de 3.8
com o seguinte método: & 17 cc de acido
acético a 5/M, adicionam-se 3 cc de Na
C2H302 a 5/M. A 1 litro de agua distila-
da juntam-se 14 cc déste tampio.\

fiste método, aplicado quase somen-
te para estudo do tecido nervoso (fig.
4 A), mostrou-se eficaz para o tecido
dsseo e cartilaginoso. Os ostedcitos apre-
sentam claramente os seus prolongamen-
tos remificados e anastomosados entre si,
os nucleos no centro do corpo celular e

0s condriosomas em toda a extensdo do
citoplasma (fig. 4 B e C).

Seja em relacdo ao tecido nervoso,
epitelial 6sseo e cartilaginoso podemos
observar as vantagens da descalcificacao
eletrolitica quando utilizamos esta técni-
ca; pois, os resultados obtidos com ma-
terial de controle sdo bastante inferiores.

METODO DE PEARSON E O’NEIL

1) Fixacdo em: formol a 10%; alcool-
formol acético ou liquido de Bouin.

2) Descalcificagdo eletrolitica e poste-
rior fixacdo durante 24 horas.

3) Inclusdo em celoidina, seccdo de 12-
15 micra.

4) Lavagem em agua destilada.

5) Nigrato de Prata a 2% em estufa a
60°.

6) Passagem na seguinte solucio:
Hidroquinona
Nitrato de Prate
Gelatina
em estufa a 60° até a solucdo ao al-
cancar cor marron dourada.

7) Lavagem em agua tamponada a pH
4,4 (um litro de a4gua destilada mais
15 gotas de &cido citrico a 1%).

8) Lavagem em &4gua destilada e deshi-
dratacdo e montagem em balsamo
do Canada.

Com éste método proprio para mate-
rial fetal e de recém mnascido, evidencia-
mos muito bem certos constituintes da
cllclea, como as células ganglionares de
Corti, fibras mielinicas, fibras amielini-
cas, células Osseas e cartilaginosas.

Aparecem de modo especial o nucleo
e nucledlo das células gangionares, os an-
ficitas em sua posicdo pericelulas (fig.
5A), os ostedcitos com seus prolongamen-
tos anastomosados entre si (fig. 5B e C);
embora para éstes ultimos elementos os
resultados sdo inferiores aos apresenta-
dos pelo método de Bodian.

METODO DE CAJAL-DE CASTRO

1) Fixacdo intra-vital, com fixador de
Castro (hidrato de cloralio 9 gr.,
alcool a 95° 150 cc, 4gua destilada
10 ce, acido nitrico 3 cc).

2) Descalcificacdo eletrolitica.

3) Fixacdo, com fixador de Cajal-De
Castro, por 12 horas (no lugar do
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4cido nitrico, foi adicionado, & so-
lucdo, Scnifen Roche 1 cc).

4) Lavagem, em agua corrente, por 15
horas.

5) Lavagem, em agua destilada, por 1
hora.

6) Enxugar com papel filtro e passar,
por doze horas, em: alcool absoluto
puro para analise ao qual junta-se
duas gotas de amoniaco purissimo
Merck.

7) Imersao, por dez minutos, em agua
destilada.

8) Passagem, em recipiente escuro,
numa solucao de nitrato de prata a
1,87 a temperatura de 38°, por 5a
5 dias.

9) Lavagem, vor varios minutos, em
agua destilada.

10) Reducao cm uma solucdo, prepara-
da no momento do uso, contendo:
acide pircgélico cristalizado Merck
1 gr., formalina Schering 6 cc, agua
destilada 94 cc, por 24 horas.

11) Lavagem em agua destilada.

12) Série ascendente dos alcoois.

13) Inclusan em celoidina e celoidina-
paratina.

14) Seccdo em micrétomo, de 15 a 20
micra.

15) Xilol e montagem.

Consideramos o método de Cajal-De
Castro verdadeiramente notavel; pois,
além de permitiv cortes seriados, forne-
cou-nos as melhores imagens de células
e fibras nervosas miclinicas (tig. 7A),

eurc-epitélio (rig. 8), fibras amielinicas
(fie. 7C), membrana tectoria, membra-
na basilar, membrana de Reisner (fig.
7B), ligamento espiral, estria vascular
(fig. 6B), tecido 0sseo e tecido cartilagi-
nese (fig. 5A).

METODO DE BIELSCHOWSKY
MODIFICADO

1) Fixacao por mais de um més em for-
mol a 15-20‘¢.

2) Corte por congelacdo e lavagem em
agua corrvente.

3) Passagem dos cortes, por meio de
agulhas de vidro, em piridina pura
por 1-5 horas.

4) Cuidadosa lavagem em agua desti-
lada por longo tempo.

5) Passagem em nitrato de prata a
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20% por uma hora em recipiente es-
curo.

6) Passagem em formol a 20 .

7) Passagem na solucao de prata amo-
niacal preparada da seguinte ma-
neira: algumas gotas de NH3 séo
adicionadas a poucos cc de AgNO3
até que o Ag seja todo dissolvido;
coloca-se a solucao em vidro de re-
l6gio e controla-se a coloracdo ao
microscopio, suspendendo-a quando
principia a corar o conetivo. Coloca-
se entdo os cortes em agua amonia-
cal (duas gotas de NH3 mais 8 gotas
de Agua).

’)  Lavagem cuidadosa e viragem em
clereto d»> ouro a 1%.

3) Montagem cm Balsamo do Canada.

Com éste método conseguimos 6timas
imagens de tecido nervoso. As células ner-
vosas, os anticitas do ganglio de Corti
(fin. 8 A), o neure-cpitélio (fig. 10 A) e
~s fibras miz'inicas (fig. 9 B) aparecem
H=m evidenciadas; como tambdm as cé-
lulas cartilaginesas (fie. 9 C), os osteo-
citos (fig. 10 C), o ligamento espiral (fig.
10 B), a membrana de Reisner e a tec-
toria.

METODO DE BIELSCHOWSKY — HOR-
TEGA SEGUNDO MONTENEGRO

1) Fixacao em formalina a 104 ou em
liquido fixador de Hortega, no mi-
aimo por 10 dias.

2) Descalcificacan eletrolitica.

3) Cortes por congelacao de 15 a 25
micra.

4) Refixacdo.

5) Lavagery, per 1a 1% hora, em agua
dostilada, renovando-a trés vézes.

6) Passagem cm solucao de nitrato de
prata a 10, por varias horas.

7y  Passagem rapida em solucdo agquosa
de Piridina (duas gotas em 30 a 40
cc de agua).

8) Passagem na sclucao di-amino de
Rio Hortega (uma hora e meia, a
frio, ¢ 15 a 20 minutos a quente).

9) Lavagera rapida em dgua destilada.

10) Passagem em solucdao de formol a
RAEIR

11) Lavagem em agua destilada.

12) Viragem cm cloreto de ouro a 5.

13) Lavagem em agua destilada.
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14) Fixacdo em hiposulfito de sédio a
‘ 5%.

15) Lavagem em agua destilada.

16) Desidratacdo e montagem em bal-

samo.

Empregamos éste método com a fi-
naiidade precipuz de estudar os anfici-
tas, células do ganglio de Certi (fig. 11
B) e células de Schwan; entretanto, deu
bons resultados na demonstracao das fi-
bras nervosas (fig. 11 A), tecido 0sseo
(fig. 12 C), tecido cariilaginoso (fig. 12
D) e elementcs neuro-cpiteliais do drgao
de Corti (fig. 12 A) e ligamento de Reis-
aer (fig. 12 B).

METOD5 DE MALLORY

1) Fixacdo cm formel a 10% ¢ inclusao
cem celoidina.

2) Cortes em congelacao. .
3) Passagem por 5 minutos em solucao
aquosa de fucsina acida a 0,5% .

4) Passar diretarnente para uma solu-
cdo de: azul de anilina soluvel em
agua 05 gr, laranja G 2,0 gr € so-
lucdo a 1% de acido tosfo-molibdico
100 ml.

Deixar nesta solucdo por 10 a 20 mi-
nutos.

5) Lavar ¢ desidratar cm alcool a 95,
trocando-o varias vézes.

6) Montagem.

CONSIDERACOES E CONCLUSOES

Apds demorados ¢ sucessivos cstudos
dos constituintes da coclea com a des-
calcificacdo cletrolitica, apresentamos os
resultados obtidos ndo com finalidade po-
lémica a respeito do mecanismo da ele-
trolise e nem sdbre os aspectos que o fa-
sem considerar um método indireto, cuja
Unica conseqliéncia seria a accleracdo da
descalciticagao por meio do aquecimento,
diluicdo c¢ agitacao, como sustentam Lil-
lie e colaboradores,

Parece-nos cxagerada a conclusao de
alguns autores, como Colcstiqq, que afir-
mam ser o processo da descalcificacao cle-
trolitica, na obscrva¢ao do 0SSO temporal,
totalmente desiituida de utilidade prati-
ca; considerando que neste tipo clp pes-
quisa interessa nao somente o tecido Os-

35

seo e cartilaginoso, mas também as de-
licadas estruturas nervosas, neuro-epite-
liais, etc...

Visto serem as experiéncias sébre a

coclea executadas preferentemente em
gato ou cobaio empregamos a fixacdo “in
vivo”, devido a grande dificuldade de pe-
netracdo dos fixadores pelos processos
comuns.
‘ Julgamos « fixacdo intravital ponto
essencial, pois o uso da descalcificacio
eletrolitica fornece bons resultados em
fecidos rigorosamente fixados.

Estes tecidos permanecendo na ele-
trélise poucas horas em contato com os
liquidos descalcificantes, apresentam-se
em muito melhores condicoes para a apli-
cacdo dos métodes histolégicos do que se
aplicassemos métodos ordindrios de des-
calcificacdo. Isto reveste-se de mais va-
lor quando empregamos cs métodos es-
peciais de impregnacao de prata e os
histoquimicos.

Logicamente ainda em relacao a apli-
cacdo de técunicas histolégicas no o0sso
temporal sdac indispensaveis outras pre-
caucoes, com as ligadas aos processos
de inclusdo e corte; devemos eliminar a
inclusdo em parafina, optando pela du-
pla inclusdo ¢ celoidina-parafina por ser
de rapida exccucdo, muito embkora o meé-
todo da inclusdo em celoidina seja me-
lhor, porém muito lento.

Desejamos também lembrar outro
detalhe de ordem técnica com referéncia
a0 método da descalcificacao, como o con-
trole da temperatura que nao deve ul-
trapassar de 35°C, o que obtemos colo-
cando pedacos de gélo numa cuba de
paredes duplas durante o processo de
descalcificacao.

Os nossos resultados, extremamente
interessantes, contrariam a opinido de
que o processo de descalcificacdo eletro-
litica ndo possui utilidade pratica, prin-
cipalmente se observarmos os dados ob-
tidos com os métodos de hematoxilina-
férrica, Lison-Dagnelie, Bodian modifica-
do, Pearson O’'Neil, Cajal-De Castro, Biels-
chowsky-Hortega ¢ Mallory, conforme do-
cumentacédo fotografica.

O uso déstes diversos métodos histo-
logicos, especificos para determinados te-
cidos, deu resultados muito satisfatorios
quando empregada a descalcificacdo ele-
trolitica precedida de fixa¢do intravital
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e em seguida realizada a inclusfo em ce-
loidina-parafina.

SUMARIO

Os autores, estudando céclea de gato
opds descalcificacdo eletrolitica, prece-
dida de fixacado intravital e seguida de
inclusao em celoidina-parafina, obtiveram
resultadecs muito satisfatérios na obser-
vacdo do orgdo de Corti com o emprégo
dos métodos de hematoxilina férrica, Li-
scn-Dagnelie, Bodian modificado, Pearson
O’Neil, Cajal-De Castro, Bielschowsky
modificado, Bielschowsky-Sortega e Mal-
lory.

SUMMARY

The authors, studing cochleas of
cats after electrolitic decalcification, had
satisfactory results in Cort’s organ stu-
dies, using the Ferric hematoxiline’s,
Lison-Dagnelie’s, Bodian’s (modified),
Pearson-O’Neil’s, Cajal-De Castro’s, Biels-
chowsky’s (modified), Bileschowsky-Hor-

tega’s (modified) and Mallory’s methods.
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FIG. N° 1

Gato adulto: seccao longitudinal da céclea.

Em A — Ganglio de Corlti.

Em B — Visio (ransversal do nervo coclear,



90 ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA DE PORTO ALEGRE

LG NG9 L

Em € — Visao long tudinal das fibras do nervo

nes canais descendentes do modiolo.
Aumento 45 x

Micicao da nematoxilina férrica,

coclear,

FIG. N. 2

tud'nal da coclea.

w'wm e

Gato aduito: seccio longi
|

Em A — Ligamerio espiral e estria vascular.
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FIG. N.° 2

B
Em B — Tecido dsseo da coclea.
Aumento 45 x
Métedo da hematoxilina férrica.
FIG. N° 3
Gato adulto: seccao longitudinal da coclea.
A

Em A — Células e fibras nervosas do Ganglio de
Corti.
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FIG. N° 3

ek

. - — . L

Em B e C — Fibras da lamina espiral.
Aumento 45 x
Meétodo de Lison-Dagnelie,
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FIG N.° 4

Gato adulto: seccao longitudinal da coclea.

Em A — Células e fibras nervosas do ganglio de
Corti.
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FIG. N.° 4

Em B e C — Tecido 6sseo da coclea.
Aumento 45 x
Método de Bodian modificado.

FIG. N.° 5

Gato recém-nascido: seccio langitudinal da céclea.

Em A — Células, anfic)las ¢ fibras do ganglio de
Corti.
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FIG N.° 5

Em P e C — Tecido ésseo.
Aumento 45 x
Método de Pearson O’Neil.

BRERRRERARRRARRERREERARRERRRREEEEERRERREREEEEEREEEEERENEEEEEEEEEEENEEEREEEEEEEEEEAEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEE AN SR REEEEREEEEEE R R R R RS R R R R AR R R e R AR R E



96 ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA DE PORTO ALEGRE

FIG. N.° 6

Gato adulto: seccao longitudinal da coclea.

Em A — Células cartilaginosas da tuba auditiva.
Em B — Ligamento espiral e esiria vascular.
Aumento 45 x
Método de Cajal-De Castro.
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FIG. N.° 7

Gato adulto: seccao longitudinal da coclea.

Em A — Fibras espirais e radiais da lamina espiral.
Aumento 45 x

Em B — Membranas tectéria, basilar e de Reisner e

ducio coclear.
Aumento 5 x
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FIG. N.° 7

Em C — Mesma figura de B.

Aumento 45 x
Método de Cajal-De Castro.

FIG. N.° 8

Gato adulto: seccao longitudinal da céclea.

Em A e B — Células acusticas internas e externas, em
visdo lransversal.
Aumento 45 x
Método de Cajal-De Castro.
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FIG. N.° 9

Gato adulto: seccao longitudinal da céclea.

Em A — Células e anficitas do ganglio de Corti.

Em B — Fibras do nervo coclear em s2ccio transversal.
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FIG. N.° 9

Em C — Scccao “ramsversal da tuba aud_tiva cartilagi-
nosa.
Aumento 45 x
Método de Bielschowsky modificado.

FIG. N.° 10

Gato adulto: seccao longitudinal da coclea.

Em A — Neuroepitélio do orgao de Corti.
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Em B — L'zamento espiral.

Em C — Tecido dsseo.
Aumento 45 x
Método de Bielschowsky modificado.
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FIG. N.° 11

Gato adulto: seccac fongitudinal da coéclea.

Em A — Fibras do nervo coclear em seccao transversal.
Em I3 — Células do ganglio de Corti e anficitas.
Aumento 45 x

Método dez Bielschowsky-Hortega,

It
| HHH\\HHHHH\HH\HH\H\HH\HH\HJHHJ\H\\H\\HHHH\\H\\\HH\H\\\H\HHHH\HHHHHHHH



ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA DE PORTO ALEGRE 103

1

FIG. N.° 12

Gato adulto: seccao longitudinal da cdclea.

Em B — Membrana de Reisner.

Em D — Tuba auditiva cartilaginosa em seccao
transversal.

Em C — Tecido ésseo.

Aumento 45 x
Método de Bielschowsky-Hortega,
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