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COLORACAO DE FIBRAS DE RETICULINA EM
MATERIAL CALCIFICADO

Introducao

A impregnagdo de pecas calcifi-
cadas para a demonstracio de fi-
bras de reticulina pode se constituir
num problema dificil para o prin-
cipiante. Para determinar o méto-
do de resultados mais seguros, usa-
mos os seguintes:

Maresch-Bielschowsky (1), Per-
drau (2), Foot (3), Foot (4), Laid-
law (5), Masson (6), Wilder (7),
Gomori (8), Lillie (9) e Bielschows-
ky-Foot (10).

O material usado foi: dentes hu-
manos higidos, mandibula de cao,
cabeca de rato de 20 dias «in utero»,
cabegca de gato recém nascido e
mandibula de peixe (piava).

Apresentamos abaixo o meétodo
de Bielschowsky-Foot, com a com-
plementac¢io necessaria para tecidos

Catedrético de Histologia.

Hardy Ebling (*)

duros e que em nossas maos deu
o melhor resultado, alguns comen-
tarios sobbre a execug¢do do método,
reacoes e o calculo ideal.

Fixador
Douin, dois a trés dias.

Lavagem

A lavagem pode ser iniciada com
agua corrente, por duas horas. O
passo seguinte completa a lavagem
e simultineamente descalcifica.

Dcsecalcificagio

O liquido usado por Powers (11)
da bons resultados:

Alcool 50% — 95 c.c.
Acido trigloracético — 5 g.
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O tempo exigido para descal-
cificacio wvaria bastante segundo
varios fatores, como: tamanho da
peca, quantidade de osso, cartila-
gem, dentina, esmalte, cemento,
quantidade de liquido descalcifica-
dor, nimero de mudancgas, tempe-
ratura ambiente, etc.

Como exemplos:

Embrido inteiro de rato com 20
dias «in utero», cinco dias, com
100 c.c. de liquido descalcificador.

Dente humano completamente
desenvolvido, cerca de 27 dias, com
mudanca semanal do liquido, 100
c.c. de cada vez. Depois de 15 dias
no descalcificador é interessante re-
tirar um pouco de dentina. Isto
apressa a descalcificagdo e permite
orientar melhor a peca.

Cabeca de gato recém nascido,
oito dias, com uma mudanca no
quarto dia, 100 c.c. de liquido des-
calcificador.

Lavagem

Lavar a peca em Aagua corren-
te durante dunas horas.

Desidratagdo, clarificacio e inclusio

Desidratar em alcool 50, 60, 70,
80 e 90, 24 horas em cada.

Para pecas de mais de um cm.
de espessura, a desidratagio no al-
cool 80 e 90 deve ser de 48 horas.
A seguir usa-se uma mistura em
partes iguais de alcool 95 e alcool
n-butilico, durante 48 horas. Final-
mente, alcool n-butilico, por 48 ho-
ras.

Parafina. Trés banhos de oito
a doze horas cada.

Nota: As parafinas do banho 1
e 2, ndo devem ser reaproveitadas,
pois o alcool .n-butilico que perma-
nece altera suas propriedades, difi-
cultando o corte.

Cortes
De 6 a 9 micra.
Solucoes

A solugio de prata amoniacal
é feita da maneira seguinte: A 20
c.c. de solu¢do de nitrato de prata
a 10% adicione 20 gotas de solucido
de hidréxido de sédio a 40%. Dis-
solva o precipitado resultante com
cérca de 2 c.c. de agua amoniacal
forte, adicionada gota a gota, até
restar apenas poucas particulas. E’
melhor filtar alguns granulos do
que adicionar muita amonia. Leva-
se a soluciio resultante a 80 c.c. com
agua distilada e filira-se antes de
usar. A solugdo deve ser prepara-
da no ato e em vidraria livre de
acidos.

Nota: A amonia brasileira (Amo-
nea Liquida 24° Bé, Usina Colom-
bina S. A.) da bons resultados, po-
rém deve usar-se cerca de 3,5 c.c.
para conseguir a quase total redis-
solucdo do precipitado.

Solu¢io de Permanganato de Po-
tassio. .

Permanganato de Potassio — 0,25 g.
Agua distilada — 100,00 c.c.

Solucdo de Acido Oxdlico
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Acido Oxalico — 5,0 g.
Agua Distilada — 100,0 c.c.

Solucio de Nitrato de Prata

Nitrato de Prata, P. A, — 2,0 g
Agua distilada — 100,0 c.c.

Soluqéo de Formalina

Formol neutro, 37-40% — 5,0 c.c.
Agua Distilada — 95,0 c.c.

Solug¢io de Cloreto de Ouro

Solucdo de cloreto de Quro a 1%
— 1,0 c.c.
Agua distilada — 99,0 c.c.

Solucdo de Tiosulfato de Sodio

Tiosulfato de Sédio — 5,0 g.
Agua Distilada — 100,0 c.c.

Procedimento para a impregnacio

1. Xilol, alcool absoluto, alcool
95% . Nesta altura é prudente
mergulhar os cortes em co-
lodio a 1/1000., por um minu-
to, deixa secar 1 minuto, pas-
sando a seguir para o alcool
a 80% durante um minuto.
Lavar. (%)
Mergulhe em agua distilada.
Solucio de Permanganato de
Potassio, 5 minutos.
4. Lave bem em Aagua corrente.
5. Solugdo de acido Oxalico, até
as secgdes -perderem a colo-
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racio do Permanganato de
Potassio. (cérca de dois minu-
tos).

Lave bem em agua corrente e
agua distilada.

Coloque as laminas na solucio
a 2% de Nitrato de Prata,
por 48 horas, em luz difusa.
(a cubeta de coloragio pode
ser coberta com plastico inco-
lor).

Lave em 4agua distilada. (mer-
gulhe em trés frascos, 15 se-
gundos em cada). Esta agua
distilada deve ser desprezada
e os frascos ndo devem ser
usados mais no decorrer des-
ta mesma coloragdo).
Mergulhe as laminas na solu-
cdo de Prata Amoniacal, du-
rante 30 minutos.

Mergulhe muito rapidamente
em agua distilada. (De prefe-
réncia empregue duas).
Reduza em formol neutro a
5%, durante 30 minutos. (A
reducdo da-se em poucos mi-
nutos).

Mergulhe em &agua corrente.
Core com solugdo aquosa de
Cloreto de Ouro, durante uma
hora. Controle ao microsco-
pio.

Lave em agua corrente.

Fixe na solu¢io de tiosulfato
de S()d:iO por 2 minutos.

Lave bem em agua corrente.
Mergulhe em agua distilada.
Alcool 95%.

(2) Para emk-ides é recomenddvel usar uma solu¢do saturada de deido picrico, si o ma-
terial foi fixado no formcl. Esta solugdo (duas horas) remove o pigmento de formol .
que comumente se forma neste material, quando fixado em formol, ou solugdo que

o contenha.
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19. Alcool 100, duas mudangas.
20. Xilo], trés mudancas.
21. Monte em balsamo.

Teoria da Impregnacio

O mecanismo exato pelo qual da-
se a impregnacdo ¢ desconhecido.
Mas pode-se estudar -as. reacdes en-
tre os diversos reativos e fazer o
calculo da quantidade ideal neces-
saria.

O primeiro passo ¢é traduzido
pela seguinte reacio:

2 AgNO, + 2 KOH = Ag,0 + H,0
+ 2KNO,

Ag,0 + 4 NH,OH = 2 [Ag (NH,),
OH + , H,0

Ciélculo

Quantos ml ou g de KOH (40%)
sdo necessarios para precipitar 10
ml de AgNO, (10%)

Péso molecular AgNO, = 169,9 g.
Péso molecular KOH = 56,11 g.

AgNO, (10%) = 10g em 100 ml
em 10 ml = 1 g AgNO,
KOH (40%) = 40g KOH em 100ml
2AgNO, + 2KOH = Ag0
2x 169,9 — 2x56,11 = 231,76
339,8 — 112,22 = 231,76 + ...
1 —x
X = g KOH p.pptar 10 ml Ag NO,
(10%)
x = 0,33 g KOH

ou

1 ml KOH (40%) = 0,4 g KOH
04 — 1 ml
033 — x

0,33

X = —

X = 0,83 ml KOH (40%)

Quantidade de amédnia para dis-
solver o precipitado de Agzo.

Ag,0 + 4 NH,0H
231,76 — 4x35,48
231,76 — 140,19

No nosso caso:

1 g AgNO, (10ml) — 0,33g (KOH)
dando — 0,68 g Ag,0
Para 231,76 de Ag,0 -- 140,19
NH,OH conc. 0,68 (result. dos 10
ml) — x
x = 0,41 g de NH‘OH

Como o NH,OH conc. é uma sol.
que contém 28% NH,, temos que
fazer o seguinte calculo

100 — 28
X — 041
X = 1,46 g NH,0H
ou
M = Vd
M
V=—
d
1,46
V=
0,90 (de NH,OH)
V = 1,62 ml,
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Cuidados necessirios para obter
uma bda impregnacio.

1. Os frascos, pipetas, etc., de-
vem ser rotulados. Isto permite
usar indefinidamente a vidraria,
desde que seja feita uma perfeita
lavagem logo apo6s o seu uso, e que
a vidraria seja usada sempre para
0 mesmo reativo.

RESULTADOS.

Reticulina: violeta-negro a negro.
Osso: cobre a cobre-escuro.
Dentina: amarelo-escuro.
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Fig. 1 Aumento aproximado 100 digmetros.
Fibras de von Korff. Germen dentdrio de gato (molar).

Fig. 2 Aumento aproximado 430 didmetros.
Fibras de von Korif, Molar humane,
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Fig. 3 Aumento aproximado 430 didmetros.
ibras colagenas inserindo-se (&ngulo reto) no osso alvealar.
Fibras de reticulina em variadas direges. Mandibula de Piava.
Fig. 4 Aumento aproximado 430 di&metros. i
Fibras de reticulina num canal de Havers. Mandibula de Piava.
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