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INTRODUCAO

Campo aberto pore as investigagies histoldgicas ¢ o
que se refere ds impregnacoes metdlicas dos tecidos. Nua
Cadeira de Histologia ¢ Embriologia Geral da Faculdade
de Medicina da Universidade de Pérto Alegre, de confor-
midade com o programa oficial da disciplina, reclizdva-
mos demonstrages prdticas olusivas a preparacies por
umpregnagio argéntica. Neste labor nossa atencio ficava
sempre voltada para o grande nitmero de técnicas nreco-
nizadas pelos autores: cada wma, mvaricvelmente, trazio
o rotulo de mais adequada para o estudo das impregnacoes
metdalicas.

Resolvemos, entdo, focalizar o assunto sob o ponto de
vista experimental no tecido conjuntivo prépriamente dito
de um 86 drgdo, o rim. Justifica-se esta nossa escolha,
referente em particular s fibras argiréfilas, o fato de
ser o rim um dos 6rgdaos menos explorados neste sentido.

Assaltou-nos ainda a preocupacdo de contribuir, den-
tro de nossas possibilidades, pora a escolha de wma téeni-
ca entre as demais que, obedecendo ¢ um eritério de se-
legiio, apresentasse melhores resultados, facilitando destar-
te a evidenciacio das fibras argiréfilas na arquiteura do
rim normal, A preferénciu recaiu sobre a téenica de Tibor
Pap modificada.

Na evidenciagdo, pois, das fibros argiréfilas na es-
trutura do rim normael e na escolha da téenica de Tibor
Pap modificada, como sendo a de resultados mais satis-
fatorios ao nosso desiderato, reside a principal contribui-
¢ao déste nosso trabalho.

Seja-nos permitido destacar aqui o preméncia de



tempo e as dificuldades decorrentes com que execulamos
esta tese, correspondendo ao cumprimento de dispositives
legais.

Antes de terminarmos estas rdpidas consideragoes, d
guise de introdugio, nio podemos deixar de consignar aqul
0s nossos mais respeitosos agradecimentos ao Prof. Dr.
Helmuth Weinmann, tlustre catedrdtico interino de Histo-
logia, que com sua comunicativa erudicdo e suas nobres
qualidades de ilustrado mestre muito nos auxiliow. A nos-
sa grotidio é extensiva aos colegas Drs. Rudi Hemb e
Walter Hildebrand, assistentes do Laboratdério Weinmana,
bem come « todos que de qualquer maneira contribuiram
para o realizacio desta lese.
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CONSIDERACOES GERAIS

Impregnacdo argéntica e tecido
conjuntivo

Desde 1868 vinham os histologistas e anato-
mo-patologistas empregando o classico método de
Ranvier no estudo principalmente dos epitélios e
endotélios. No tocante ao tecido conjuntivo em
geral e particularmente ao tecido conjuntive proé-
priamente dito €sse método de impregnacao pelo-
nitrato de prata permaneceu por diversos anos co-
mo esquecido, ou pelo menos ndo relatado pelos
cientistas. Até o ano de 1890 novas descobertas
neste particular pareciam impossiveis com as téc-
nicas classicas de coloragio para o tecido conjun-
tivo. Nio era entdo possivel evidenciar uma subs-
tancia fundamental, alids negada categbricamente
por muitos cientistas de renome como Ranvier e
outros.

Sémente em 1891, teve Oppel a idéia de en-
saiar o método da impregnacio argentica no es-
tudo do tecido conjuntivo do figado. Descreveu
éle por primeira vez ao nivel da glandula hepati-
ca um sistema de fibras em réde coradas em negro
gue denominou originalmente de “Gitterfasern”,
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fibras reticuladas, ndo reveladas pelos corantes ha-
bituais do colageno.

Os resultados obtidos e divulgados suscitaram
de logo numerosas pesquisas e observacoes em tor-
no do método da impregnaciio argéntica do tecido
conjuntivo. Foram surgindo vérios trabalhos, his-
tologicos de inicio, depois histogenéticos e histo-
fisiologicos, procurando elucidar tio interessante
questdo recentemente posta em evidéncia.

Franklin Mall, estudandoe em 1896 g acao do
suco pancreatico sbre os parénquimas, verificou
na arquitetura de diferentes 6rgios a presenca de
uma variedade de tecido conjuntivo com uma dis-
posicdo em réde, denominando-o por isso “reticu-
lated tissue”. Eram sem divida as “Gitterfasern”
de Oppel que éle acabava de confirmar. -

Depois das observacdes de Franklin Mall apa-
receram descrigbes em torno de idénticas rédes evi-
denciadas pelo mesmo método em quasi todos os
orgdos. Rossle e Yoshida em 1909 confirmaram
0 mesmo em ganglios linfaticos e 6rgios linféides.
Maresch, Henle, Herxheimer corroboraram as ex-
periéncias no tecido hepético e Russakoff no pul-
monar.  Nao tardaram também semelhantes obser-
vagOes na suprarrenal, no ovério e de maneira ge-
ral nas membranas basais de todas as olandulas
endocrinas. Foram feitas igualmente idénticas ve-
rificacdes na medula éssea e por fim no tecido

conjuntivo frouxo, muito especialmente guando in-
flamado e ao nivel da zona cicatricial de ferimen-
tos.

Em 1914 Matsui denominou deé fibras reticu-
ladas idénticos elementos por &le observados no
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estudo de diferentes 6rgaos de animais.

Surgiram outros autores com novos métodos
de impregnacdo argéntica, culminando moderna-
mente nos de Ramoén y Cajal e mais recentemente
em combinacdo com os sais de ouro do preconiza-
do método de Golgi. Neste particular sdo dignas
de mencéo as técnicas de Del Rio Hortega e suas
inimeras variantes na impregnacdo argéntica de
diferentes tecidos.

Fibras argiréfilas

Da série de experiéncias e observacbes que ci-
tamos anteriormente resultou a denominacio geral
de fibras reticuladas ou argir6filas para éstes ele-
mentos histolégicos postos tdo facilmente em evi-
déncia pela impregnacio argéntica, enquanto per-
maneciam invisiveis & luz dos corantes habituais
do colageno. Siegfried denominou igual substin-
cia de “reticulina”. De acdrdo com as suas obser-
vacoes esta reticulina é quimicamente diferente do
colageno assim como da elastina. Autores italia-
nog, com Ballota a frente, repetindo as experién-
cias de Mall e baseando-se nos caractéres quimicos
indicados por Siegfried, chegaram & conclusio de
que a respetiva substancia resiste & putrefacio.

Do exposto acima depreende-se que a multi-
plicidade de termos para a denominacio de idén-
tica substincia nio implica em diferenca dos ele-
mentos, mas sim de nomes diversos dados por di-
ferentes autores a uma e mesma cousa. Citemos
as “Gitterfasern” de Oppel, “reticulated tissue”
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de Franklin Mall, fibras reticuladas de Matsui, “re-
ticulina” de Siegfried, para significarmos com seus
caractéres histolégicos e fisico-quimicos as fibras
reticuladas ou argiréfilas, consoante sua grande
e eletiva afinidade para com a prata pelo método
da impregnacao argéntica. ,

" Descobertas as fibras argiréfilas por Oppel
em 1891, a questdo fol suscitando novos estudos
em torno do assunto. De inicio puramente histo-
légico, o conhecimento da questdo tomou depois
caractéres fisico-quimicos, até atingir na atualida-
de os féros da histo-figiologia, quando existe a ten-
déncia de integrar o sistema reticulado dos érgéaos
em geral no Sistema Reticulo Endotelial (S. R. E.).
Assim também, segundo Noel Croizat, Dechaume,
Guichard e outros, sio enquadrados no S. R. E. to-
dos os elementos de origem mesenquimatosa e com
Merklen podemos afirmar que, mesmo negando
uma individualidade para o S. RE. E., ndo temos se-
niao uma modalidade de tecido conjuntivo. De
fato o problema das fibras argiréfilas esta longe
de se achar resolvido porquanto s&o ainda parcos
08 conhecimentos em tdrno de sua formacéio, sua
estrutura, sua afinidade tintorial eletiva para com
a prata, sua relacdo com o colageno e a elastina e
o S. R. E. assim como a sua atividade metabdlica.

Origem dag fibras argiréiilas

Controvérsias varias pairam ainda sobre a for-
macao das fibras argirdfilas. No entanto, maior
parte dos autores, principalmente modernos, sio



concordes em afirmar que existe grande e indubi-
tavel relacdo entre fibras argiréfilas e tecido con-
juntivo, mais especialmente com o coldgeno. Em-
briogenéticamente verifica-se que o tecido conjun-
tivo do embrifio é representado por elementos me-
senquimatosos de células estreladas, extremamente
moveis, migrando entre os folhetos epiteliais em-
brionérios e formando uma verdadeira réde 3 cus-
ta de prolongamentos protoplasméticos que se fun-
dem uns com os outros em todos os sentidos. A
‘medida que se processa o desenvolvimento embrio-
nario, a ligacdo déstes prolongamentos protoplas-
méticos com o corpo celular torna-se mais e mais
espacada e cada vez menos evidente, até se tornar
hialina, extremamente delgada, achatada, verda-
deira expansio aliforme; é o simplasma lamelar
hialino dos diversos autores. Og demais elemen-
tos intracelulares permanecem inalteriveis. K’
nesta altura que comecam a se manifestar os fe-
nomenos de eletividade tintorial. Pelos métodos
correntes de coloracéo do tecido conjuntivo teria-
mos chegado a um ponto final na evolucdo déstes
elementos, pois perdem af as classicas propriedades
tintoriais e seriam considerados como elementos
absorvidos, desaparecidos, inexistentes enfim. Re-
naut, observando &ste processo-de evoluciio, poude
verificar pelo método de impregnacio argéntica
que os referidos prolongamentos protoplasméticos
nac estdo desaparecidos e sim que adguirem ape-
nas novas propriedades tintoriais, isto é, uma ele-
tividade pela prata.

Laguesse fez semelhantes estudos séhre tecido
conjuntivo de animais, e de aecdrdo com suas ob-
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servacdes precisou a estrutura destas expansoes
protoplasmaéticas formadas pelas laminas elemen-
tares de cérea de 145 micro de espessura, onde cor-
rem filamentos que seriam a trama com seus acen-
tuados caractéres argirdéfilos. A medida que se
afastam do ntcleo, estas fibrilas se vio grupando
em feixes mais espéssos e perdem ao mesmo tempo
sua afinidade para com a prata. Assim dariam
nesta altura origem & fibra colagena. Segundo
Laguesse, portanto, a fibra colagena teria sua ori-

gem na lamina elementar, ou seja estritamente ce-
lular.

Nageotte, estudando a formacédo do tecido con-
juntivo em cicatrizes nervosas, afirmou em 1916
que a substincia fundamental néo era produto exo-
plasmatico da célula megenquimatosa, mas sim um
coagulo de albumina do meio interior, verificado
sob a influéncia de elementos elaborados por cer-
tas células. Estava pois em desacordo com as afir-
macoes de Laguesse. NZo obstante éle concorda-
va com Laguesse quante a crigem da fibra colage-
na como um coagulo formado em plena substaneia
fundamental.

Maximow e Huzella igualmentie verificaram
em suas pesquisas os mesmos resultados de Nageot-
te quanto & origem das fibrilas no eodgulo do meio
interior e também se referem a células.préximas

elaboradoras de uma substinecia necessaria a esta
formacao.

Mais recentemente Héringa e Lohr, estudando
4 génese e a estrutura das fibras coldgenas em cor-
tes sem qualquer coloracgio, sémente com ilumina-
¢ao de fundo negro, chegaram & conclusio de-
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monstrativa da existéneia da  substincia funda-
mental de Laguesse como um gél mantendo a in-
terrelacio reciproca dos elementos fibrilares.

Mrs. Margaret Reed Lewis em estudos sdbre
a génese das fibras coldgenas no tecido conjuntivo
de frango, cultivado em liquido de Locke, demons-
trou a origem destas fibrilas sob a forma de tracos
refringentes em plena expansio exoplasmética das
celulas. Em virtude das frequentes lavagens efe-
tuadas na cultura das mesmas com solucio de
Locke é evidente que a autora tivesse conseguido
um meio livre de fibrina e qualquer outra subs-
tancia coagulavel, vindo assim a confirmar a opi-
nido de Laguesse.

Torna-se assim evidente a luz dos mais recen-
tes trabalhos sobre o assunto, principalmente ag
ultimas experiéncias dos autores americanos, qué
a substancia fundamental ndo resulta de um cod-

gulo e sim de uma expansio protoplasmética, au-
tonoma portanto.

Fibras argiréiilas e tecide conjuntivo
propriamente dito

Séo concordes os diferentes autores na afir-
mativa de que os tecidos de natureza conjuntiva
indistintamente tém sua origem nas células me-
senquimatosas. Apresentam elementos figurados,
células e fibras eonjuntivas e uma substineia fun-
damental intercelular variavel na sua consisténeia
em virtude das diferentes substancias quimicas de
que pode estar impregnada, ¥ assim que se pode



distinguir o tecido conjuntivo prépriamente dito
como sendo formado de células e fibras conjunti-
vas e uma substincia fundamental, intercelular,
viscosa, homogénea, de natureza proteica, o cola-
geno. ¥ nesta variedade de tecido conjuntivo que
os autores indiferentemente consignam a presenca
das fibras argiréfilas.

Segundo Levi formam as fibras argiréfilas
uma trama pouco consistente, finissima e invisivel
a 8lho desarmado, com aspecto de uma verdadeira
réde. Emtre as fibras reticulares se interpde uma
substancia amérfa, fltida, mais evidenciavel nas
zonas em que as fibras estdo mais cerradas. Apa-

recem igualmente células pmprzas diferentes dos
fibrocitos.

Clonsiderou-se primeiramente que s6 o bago e
os 6rgdos linféides tivessem esta formacéo de teci-
do conjuntivo reticulado, ou seja, organizado com
a presenca de fibras argiréfilas. Franklin Mall,
demonstrando também sua existéncia no estroma
do figado veio corroborar as observaces anterio-
res de von Kupfer, verificando-se posteriormente
que elas estdo presentes onde quer que se encontre
tecido conjuntivo prépriamente dito. Nem todos

os autores admitem no entanto que estas fibras ar-
girdfilas sejam diferentes dasg colagenas, em vir-
tude de egtarem em intima relacio com elas. E ver-
dade também que nem todos os autores que admi-
tem sua autonomia e origem de substancia genéti-
camente autdnoma estejam concordes em dar de-

finitivamente uma extensio fixa ao que denomi-
nam tecido reticulado.
Encontram-se de fato diferencas nos tecidos
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reticulados de Orgios diversos. Estag diferencas
residem principalmente na disposicio e quantnj%ir
das fibras argirdfilas, porquanto outras propii
dades permanecem ainda desconhecidas. Levz
em virtude disso considera sémente a existéneis de
fibras argiréfilas como predominante carateristi-
ca, quando elas existem em grande quantidade,
como no estroma do baco, na medila 6ssea, nos
6rgaos linféides, no figado, ete. Sémente nas con-
digles acima referidas fala em tecido cojuntivo re-
ticulado, ndo negando, porém, sua presenca no te-
cido econjuntivo prépriamente dito dos érgdos em
geral.

Mallory, sob a denominacéo de fibréglia, en-
quadrando os componentes de diferentes érgdos,
nada mais queria provavelmente significar do que
formacdes reticulares do tecido conjuntivo propria-
memne dito, segundo observacdes de Levi.

Nas consideracGes anterioreg encontramos,
pois, confirmagdo da intima relacdo entre fibras
argirofilas e tecido conjuntivo prépriamente dito.

e
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Fibras argiréfilas e coladgeno
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Do exposto anteriormente ficam evidentes as
estreitas relacdes existentes entre fibras argiréfi-
las e tecido conjuntivo prépriamente dito. HEstas
relactes se apresentam alias de forma nitida e sim-
ples segundo as observacdes dos muitos autores que
tivemes ocasific de citar. Suscitou, no entanto,
grande numero de trabalhos a questdo da relacdo
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entre fibras argiréfilas e coldgeno, principalmen-
te fibras colagenas.

Maximow, cultivando linfécitos, demonstrou a
formacédo de fibroblastos com trama reticulada in-
termediaria (fibras argir6filas) em preparacoes
por impregnacdo argéntica.

Nageotte em estudos sobre o tecido adiposo
mostrou a continuidade existente entre fibras ar-
giréfilas e colagenas.

J. F. Martin, estudando o tecido do figado de
coelho, submetido & intoxicacdo cronica experi-
mental, evidenciou a hiperplasia local da reticuli-
na que Se torna hialina e passa a ter caractéres co-
lagenos. E, em verdade, uma observacao em ter-
reno patolégico, mas que para o autor significa
uma interrelacio bastante interessante entre fibras
argiréfilas e colagenas.

Fiegsinger e Albot em cortes corados pelo tri-
cromo de Masson evidenciaram a identidade entre
fibrag argirofilas e coligenas.

Como explicacdo para a nfo coloracdo das fi-
bras argir6filas pelos corantes comuns do colage-
no os autores supra-citados referem-se a opinifo
de Nageotte que julgava éste fato como resultado
da extrema delgadez das fibras argirofilas. Ad-
mitiam, pois, também como éste tGltimo a continui-
dade e idéntidade da reticulina e do colageno.
Tanto éstes autores como J. F. Martin julgam ne-
cessdrio para que haja uma hiperplasia reticular
que se faca sentir uma lesio parenquimatosa. Fies-
singer julga apenas necessirias reagoes locais para
que se verifiquem tais fatos.

Ha, no entanto, autores que pelas suas obser-
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vacoes se contrapdem a estas concepedes anterio-
res. Argaud e Chabbert afirmam que a metapla-
sia das fibras argiréfilas em fibras colagenas é
excepcional e ndo péde ser absolutamente demons-
trada. Jean de Brux afirma também que a trans-
formacdo de reticulina em coldgeno nio é certa.
Todos @éstes autores baseiam-se em observacdes
particulares e comprobatérias de suas afirmacées.
Levi apresenta caractéres nitidos de diferen-
ciacdo entre fibras argirdfilas e colagenas, con-
cluindo juntamente com Mallory, Millot, Schiffer
e outros, pela autonomia das fibras argir6filas em-
bora em intima rela¢io com o coldgeno. Levi
salienta também, de acordo com razdes plausiveis,
maior diferenca entre fibras argiréfilas e elas-
tina do que entre fibras argiréfilas e colageno.

Fibras argirédfilas e elastina

As fibras elasticas do tecido conjuntivo pré-
priamente dito teem caractéres especiais segundo
0s quais com facilidade se diferenciam nitidamente
das fibras argiréfilas. S3ao undnimes os autores
em reconhecer éste fato. As fibras eldsticas nfo
sdo elementos obrigatérios do tecido conjuntivo,
pois em certos 6rgédos ha extensas regides despro-
vidas de fibras eldsticas. Em contraposicio ou-
tros tecidos sao ricos em elastina, tomando por isso
a denominacdo de tecido elastico em face da pre-
dominancia de fibras eldsticas. S3% postas niti-
damente em evidéncia pela oreeina, seu corante
eletivo, enquanto pela prata permanecem obsecuras.
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As fibras elasticas, apresentam-ge anastomosadas
ou isoladas, por vezes formam verdadeiras mem-
branas, constituidas ainda em faixas ou em grénu-
los distintos. Possuem uma espessura variavel e se
ramificam, sendo muito refringentes. Sio elésti-
cas. Tém as mesmas propriedades do colageno
em face dos corantes do tecido conjuntivo, e, como
as fibras colagenas muito mal se evidenciam pela
impregnaciao argéntica. Por sua vez as fibras ar-
girofilas conservam-se indiferentes a orceina e
aos demais corantes do tecido conjuntivo prépria-
mente dito e sdo tdo sémente visiveis quando tra-
tadas convenientemente pelos sais de prata por im-
pregnacio. Dos caractéres citados acima deduz-
se facilmente a diferenca entre fibras argirdfilas
e fibras eldsticas. Levi, assim como outros aufc-
res j& citados neste trabalho, concordam em que
o, elastina e fibras argiréfilas nfo apresentam ele-
mentos de cofusio em virtude de sua diversidade
sob varios pontos de vista apresentados, alids, li-
nhas acima.

Fibras argirdfilas e Sistema Reticulo
Endotelial

Martin e Fiessinger deixam lransparecer em
seus estudos a identidade sentre fibras argiréfilas
e colagenas, enquanto Argaud ¢ Chabbert, nic ad-
mitem a transformacio de fibras coldgenas em ar-
girofilas ou viceversa, e com os defensores de
ambas as assertivas outros autores se apresentam.,

J. Brux, etudando a discussiio em t6rno do as-
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sunto e baseado em numerosas observacdes pesso-
ais, conclue por achar que a questio levantada por
outros autores nido é tanto de identidade ou de di-
versidade, mas sim de transformacio ou desapare-
cimento. Estabelece entio um certo ntiimero de
relacbes entre fibras argiréfilas e S. R. E.,

virtude também dos trabalhos de Franklin Mall,
grupando os tecidos reticulados e de M-:}llendurff
procurando demonstrar a semelhanca entre temdn
reticulado e 8. R. E.. Conclue J. Brux por afirmar
que a fibra argiréfila é um elemento do S. R. E.
de Aschoff baseando-se alids em principios em-
briolégicos, histogenéticos e fisioldgicos. Lagues&e
afirma que as fibras argiréfilas teem origem nas
expansoes aliformes das células mesenquimatosas.
Grynfelt e Goldner demonstraram a importinecia

no tecido de granulacio do simplasma hialino his-
tiocitario nas membranas piégenas e mais a estrei-

ta relacdo do histiéeite com a fibra argiréfila.
Segundo Laguesse éstes agentes da fibrilogénese
fazem parte integrante do S. R. E. e representam
nada mais do que um reliquat mesenguimatoso.
Wassermann corrobora esta afirmativa. Notada-
mente as fibras argiréfilas sfo bastante mais
abundantes nos tecidos de alta funcio metabélica
(J. Brux), sendo de presumir-se sua influéneia
pronunciada na atividade tecidular, alids ativida-
de proporcionada em pleno S.R.E.. Goldner e
Brux afirmam que a fibra argiréfila governa a
orientagao celular no tecido de granulacio por éles
observado. E ainda Goldner quem d4 i fibra ar-
gir6fila um papel genético no desenvolvimento e
vascularizacdo de um tecido. Levi, Castaldi, Luna,



. -

Volterra e Goldner atribuem & fibra argiréfila
um papel metaboélico importante nas trocas entre
o meio interior e as células parenquimatosas dos
orgaovs. Assim fica intimamente relacionada com
o S. R. E. a fibra argir6fila, em virtude de suas
propriedades, na verdade ainda nao perfeitamente
elucidadas, mas evidenciadas pela sua presenca em
grande escala no S. R. E. ao nivel principalmente
do tecido em alta funcao metabdlica.
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MATERIAL E METODOS

Histérico das técnicas de preparacao das
fibras argiréfilas

No histérico das impregnac¢oes metalicas en-
contramos referéncia pela primeira vez ao método
de Ranvier em 1868, empregando o nitrato de pra-
ta nas suas cldssicas preparacoes de epitélios e en-
dotélios, método alids ainda utilizado presentemen-
te. Somente no ano de 1891, quando surgiram dis-
cussdes em torno da substincia fundamental do te-

modificagbes e com &xito por Oppel ao estudo dég
se mesmo tecido, apesar das negativas de Ranvie
- Seu preconizador. Oppel evidenciou nessa ocas

fibras especiais que se apresentavam emaranhad#f,

em rede no tecido conjuntivo propriamente dito e¥

coradas em negro intenso pela prata, as “Gitter-
fasern”, fibras reticuladas,

Em 1894 surge o método dureo de Golgi na
téenica histoldgica e suas premissas foram aprovei-
tadas pouco mais tarde pelo cientista Ramén y
Cajal que apresentou uma téenica na qual se em-
pregavam tanto o nitrato de prata e urdnio como
o cloreto de ouro nas respetivas preparacoes his-

A

cido conjuntivo é que o método foi aplicado com,”,
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tolégicas. A fixacio mais usual era feita com for-
mol-bromureto de aménio. A impregnacdo avan-
cou mais, passando a ser usado o 6xido de prata
amoniacal piridinado que tornava os cortes mais
sensiveis. Usava-se a viro-fixacdo no cloreto de
ouro. No mesmo ano aparecem os trabalhos de
Bielschowsky-Maresch stbre as solucbes de prata
amoniacal para o estudo pratico de diferentes te-
cidos e entre éles o conjuntivo. Depois de apre-
sentados éstes métodos técnicos para diferentes
preparacées histologicas, diversos cientistas em va-
rios paises passaram a ensaiar os mesmos. As mo-
dificactes e os aperfeicoamentos foram surgindo
paulatinamente. Fizeram-se inclusées em parafina
e celoidina, enquanto anteriormente 86 se aconse-
Thava fazer cortes por congelagido. Com esta possi-
bilidade o método Bielschowsky-Maresch tornou-
se durante largo tempo um dos mais usados nas
impregnacoes metélicas, Varias modificacoes fi-
zeram-se, procurando melhorar cada vez mais 08
resultados obtidos. Del Rio Hortega apresenta
em 1918 o carbonato de prata amoniacal como mo-
dificacio que teve vasta repercussao entre os cien-
tistas no que respeita acs métodos de impregnacao
argéntica. As regras fundamentais no emprégo
do carbonato de prata amoniacal para o estudo do
tecido conjuntivo eram entfo as seguintes: fixacio

em formol a 10 %, cortes por congelacdo, aplica-

co a quente do carbonato de prata amoniacal, re-
ducio em formol a 20 % e virofixacdo em cloreto
de ouro.

Hortega apresenta mais adiante outras modi-
ficacOes ainda ao método do carbonato de prata
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amoniacal no que diz respeito a sensibilizacédo dos
cortes, utilisando além da piridina o hiposulfito de
sodio. Melhoraram assim consideravelmente os
resultados obtidos quanto & impregnacio pela
prata.

Biondi surge, entio, com o emprégo do per-
manganato de potassio como sensibilizador eletivo
por assim dizer para o tecido conjuntive nas im-
pregnacoes pelo carbonato de prata amoniacal.
Perdrau a seguir faz idénticas observacoes e atual-

mente maior parte dos autores emprega ¢ perman-
ganato de potassio como sensibilizador do tecido

conjuntivo, embora o mecanismo de acac désse fe-

ndmeno permaneca ainda obscuro até o presente.
A técnica que escolhemos entre as demais que

apresentamos a apreciag¢ido neste trabalho foi 2 de

Tibor Pap, modificada em algumas fases. De acdr-
do com as nossas conclusdes sobre os resultados fi-

nais obtidos, encarando os fatores tempo, facilida-
de de manipulacio, reagentes empregados, nitidez
das preparacoes ete. fol a que melhores conjuntos
HOS proporeionou, sem no entanto nos manifestar-

mos de maneira alguma com menosprézo das de-
mais. |

Antes de apresentarmos as téenicas diversas
que escolhemos enfre as mais aperfeicoadas para
as impregnacOes argénticas do tecido conjuntivo
e especialmente das fibras argiréfilas, vamos

fazer algumas consideracdes em térno dos méto-
dos geraig por nds seguidos.

Eascolha dos animais

-‘Para o8 nossos estudos em térno das fibras
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argiréfilas preferimos entre os animais de labo-
ratério o cobaio. E um animal de pequeno porte,
de facil obtencido e manipulacio; no tocante as
nossas Investigacoes de grande vantagem sobre os
outros animaig, conquanto as fibras argirofilas se-
jam econtradas no tecido conjuntivo prépriamente
dito de todos os animais e no homem. Natural-
mente teria sido de maior repercussio para os re-
sultados por noés apresentados se tivéssemos ido
buscar as nossas pecas em material humano. Esta
fonte porém se nos torna bastante difieil, impossi-
vel até certo ponto, em virtude de varios fatores.
Teriamos de recorrer a acidentados, cujos érgios
se apresentassem normais, pois nos interessam as
fibras argirdfilas sob o ponto de vista histélogi-
co e num 6rgao 86, o rim. Acontece que éste Or-
gao, como é sabido se altera muito rapidamente
em virtude da autoélise que por sua vez modifica
a sua estrutura. £ verdade que as fibras argiréfi-

las ndo sofrem a influéncia tAo rapida da auto-
lise, mas em nosso trabalho procuramos evidencii-

las em presenca dos demais elementos estruturais
dorim. Teriamos portanto de colher as nossas pe-
cas em curto periodo ap6s a morte o que se nos
torna impossivel em face dos inquéritos policiais,
legais ete. que se impdem em casos de acidentes.
Histologicamente o rim de cobaio muito se
aproxima do rim humano, mais principalmente sob
o ponto de vista do tecido conjuntivo propriamente
dito. As fibras argiréfilas que nele se encon-
tram s2o bastante evidentes pela técnica de pre-
paracdo que empregamos em nossas experiéncias.
As microfotografias por nos executadas e apresen-
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tadas em outro lugar déste trabalho da{} test%nmn.
nho desta nossa afirmativa.

Morte do animal

E sabido que nas técnicas histoldgiess para
obtencio de boas preparacdes se deve levar em con-
sideracdo a maneira pela qual sacrificar o ani-

mal. Existem certos 6rgios que requerem por
assim dizer morte eletiva do animal para que se
obtenham os melhores resultados na preparacéo de
determinados elementos histolégicos. Deve ser
preferido sempre um processo de sacrificio que
permita conservacaoc de estrutura a mais proxima
possivel do normal.

Resolvemos dividir os nossos cobalos em 3
grupos, assim distribuidos: mortos pelo éter, pelo
cloroformio e por puncdc bulbar. Executamos
posteriormente as nossas preparacdes e notamos

que tanto o8 animais morfos pelo éter como os sa-
crificados pelo cloroférmio revelaram sinais de dis-
creta congestao renal, prejudicando naturalmente
08 nossos objetivos.

Os animais sacrificados por puncio no bulbo
foram os que melhores pecas forneceram. Eviden-
ciou-se nitidamente toda a arquitetura renal com
destaque das fibras argiréfilas, nosso principal
proposito. A dupla coloracio hematoxilina-eosina,
método de prova por assim dizer no caso em ques-
tao, forneceu belas preparacbes de contraste.
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Fixacdo

Segundo o malor nimero de autores que estu-
daram as impregnacfes metalicas, os fixadores
mais largamente aconselhados s3o o formol e o li-
quido de Zenker. Utilizamos em nossas experién-
vias os dois fixadores. Confessamos que as pecas
fixadas em formol a 10 % oferecem maiores di-
ficuldades e exigiram :inais cuidado na manipula-
¢do, particularidades essas que relacionamos com
0 6rglo em questio, o rim, que fixado pelo formol
adquire maior rigidez do que outros. O Zenker
permite na verdade com mais facilidade cortes em
diversas espessuras, mas exige posteriormente
maior ntmero de fases na preparacio que muito
concorrem para o descolamento. A retirada do
bicloreto de mereiirio, como é sabido tem de ser
feita completamente por prolongada lavagem (24
horas pelo menos) para desaparecer todo e qual-
quer traco de sublimado corrosivo que aparece sob
a forma de granulacfes escuras na preparacio. De
um modo geral obtivemos melhores resultados com
as nossas preparagdes fixadas pelo formol a 10 %.
Executamos cortes em diferentes espessuras, de 4
a 10 micros, sendo que os obtidos entre 8 e 10 mi-
cros permitiram nitida evidéncia das fibras argi-

rofilag com sua real disposicio em réde entre os
demais elementos da arquitetura renal.

Inclusdo

Com referéncia a cortes por congelacdo tere-
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mos ocasido de nos manifestar mais adiante, quan-

do do estudo critico das téecnicas que justificam
esta maneira de proceder.

As pecas que fundamentaram nossas conelu-
soes foram todas incluidas na parafina com & 2
10 % de cera amarela. Justifica tal modo de agir
a mais facil manipulagio e menor tempo gasto em
confronto com as demoradas inclusbes na celoidi-
na. Cumpre-nos referir os cuidados especiais que
se devem dispensar as 1dminas para o recolhimen-
to dos cortes. Se na téenica histolégica em geral
é recomendavel ter as ldminas bem desengordura-
das e lavadas, mais sObresshe em importineia nes-
ta tecnica especial de impregnacdo areéntica das
fibras argiréfilas. E um processo mais ou menos
longo no qual a preparacio é submetida 3 repeti-
das reacBes quimicas e lavagens prelongadas em
agua corrente e distilada.

Nesta mesma ordem de consideracdes engua-
ara-se a colagem dos cortes sbbre as ldminas. A
principio fizemos a simples cobertura corrente com
ténue camada de albumina glicerinada de Meyer
e notamos que por vezes tivemos motivo de fra-
casso em virtude do descolamento do corte que se
verificava num dos tempos posteriores da téenica.
Foi entdo que exprimentamos uma super-colagem
de albumina aplicada sébre o corte por mein de
fino pineel, além da camada dirétamente distribui-
da na lamina. Verificamos gue de fato ndo se deu
mais o descolamento, mas as nossas preparacies
depois de montadas apresentavam manchas escu-
ras, provavelmente de albuminato de prata preci-
pitado, que verdadeiramente nfo prejudicavam a
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preparacdo mas a tornavam com um aspecto me-
nos perfeito.

Passamos entdo a fazer uma colagem simples,
mas com uma camada mais espéssa de albumina
de Meyer. Nao tivemos mais insucesse. Em nos-
sa bibliografia em torno do assunto encontramos,
alids, referéneia 4 questio do descolamento fre-
quente dos cortes nessas técnicas de impregnacio
argéntica, sendo que um dos autores ((Gomori)
chega a aconselhar o emprégo da gelatina em vez
da albumina na colagem.

QOutro ponto a ser observado, segundo as nos-
sas verificacoes, ¢ = permanéncia prolongada dos
cortes ng estufa entre 60° e 70°, Com éste proce-
dimento uma rapida € brusca coagulacio da albu-
ming nos parece um meio seguro para evitar des-
colamentos sempre prejudiciais.

Técnicas

A seguir damos as técnicas por noés executa-
das, salientando os tempos diversos que merece-
ram a nossa atencdo para um estudo comparativo
e concludente dos melhores resultados finais sob
varios pontos de vista.

Téonica de Hamdn y Cajal

Tomam-se pecas pequenas e frescas que sao
fixadas por 3 a 15 dias na seguinte mistura:
agua distilada .. 85 ce,

formol ccinnnsnee 15 66
bromureto de amdnio ... 2 gr.
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Cortes por congelacio na espessura de 15 a
25 micros, sendo recolhidos no mesmo fixador e
colados s6bre ldminas com albumina de Meyer,
permanecendo pelo espaco de 4 a 6 horas na estu-
fa graduada entre 30 e 38" C, ou por tempo dobra-
do na temperatura ambiente, e num liquido mor-
dente da seguinte composiciio:

5 {1)0: 1 | R R A - &1
bromureto de aménio ........ 3 gr.
agua distilada ... 50 ce

Lavagem em é4gua distilada por alguns se-
gundos.
Imersido dos cortes no seguinte liquido:

agua distilada ..o, 10 a 15 ce.
sol. amoniacal de 6xido

de prata ... B ce.
piridina pura ... IV ou V gts.

Esta aplicacdo é feita a quente em cépsula de
porcelana até aparecimento de ecoloracio marron
escura, cuidando-se para nao aquecer demasiada-
mente,

Passagem rapida em duas dguas distiladas (3
a o seg.).

Reducéo no formol a 5 % por 2 a 3 minutos.

Imersio em solucio aquosa de cloreto de ouro
a 0,2 %,

Passagem no hiposulfito de sédio a 5 %.

Lavagem em agua corrente.

Passagem subsequente em alcool a 96°, dcido
fénico-xilol, xilol e montagem no bélsamo de Ca~
nada.
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Depois dos processos primitivos de Ranvier
no que diz respeito as impregnacdes argénticas pelo
nitrato de prata, uma das primeiras técnicas que
surgiram baseadas nos seus principios e nos de L.
Simarro foi a de Ramdén y Cajal com suas intime-

ras variantes, inclusive uma para o tecido conjun-
tivo, precisamente a que apresentamos. Podde-se
em verdade atribuir a Cajal, o preconizador dos
mais aperfeicoados métodos argénticos, a apresen-
tacdo de novos horizontes nesse sentido. Sua téc-
nica é baseada j4 em certos progressos, com modi-

ficactes da primitiva, sendo no entanto das que
bastante bons resultades oferecem para o estudo
do tecido conjuntive em geral. Para o nosso pon-
to de vista, as fibras argirdfilas, notamos porém
que um dos tempos menos favordve:s foi a fixacdo
pelo formol com bromureto de aménio, principal-

mente no rim, que se tornou mais rigido, tendo pre-
judicado as observacOes posteriores. Os cortes
por congelacdo igualmente ofereceram certos in-
convenientes, principalmente encarquilhamentos,
nao se permitindo uma distensao perfeita sobre a

famina. O emprégo do mordente mais ainda acen-
tuou o encarquilhamento dos cortes de rim. A im-
pregnacdo pelo 6xido de prata piridinado, embora
sendo um processo ja com certo poder sensibiliza-
dor s6bre os cortes, ndo se revelou tdo preciso como
o emprégo do carbonato de prata amoniacal piri-
dinado. E sem duvida uma das técnicas que me-
Ihores resultados oferece, mas que nas preparacoes
de cortes de rim para evidenciacio de fibras ar-
gir6filas & sobrepujada em certos pontos.
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Técnica de Biefschowsky-Maresch

Fixacdo em formol e 1:4 durante pelo menos
24 horas.

Lavagem em agua corrente por 6 a 24 horas.

Cortes por congelacio de 5 a 10 micros de es-
pessura, recolhendo-se em formol a 1:4 sdbre 1i-
minas com albumina de Meyer. |

Lavagem em agua corrente durante 1 a 2 horas.

Imersdo durante 24 a 48 horas em solucio de
nitrato de prata a 2 %.

Passagem rapida em agua distilada por 2 ve-
zes (2 a 3 seg.).

Imerséo durante 5 a 10 minutos em solucédo de
prata amoniacal recentemente preparada.

Passagem rapida por 2 4guas distiladas.

Imersdo em formol a 1:3 durante 5 g 30 mi-
nutos, até ndo se formarem mais nuvens de turva-
cdo aparecendo uma coloracio gris pardacenta.

Rapida lavagem em 4gua corrente.

Banho em solucdo aquosa de cloreto de ouro
na seguinte proporcio: V gts. de cloreto de ouro
para cada 10 cec. de agua dist. e II ou III gts. de
acido acético puro, permanecendo nesta mistura
por 10 a 60 minutos,

Passagem pelo hiposulfito de sadm a b % por
30 a 60 segundos.

Lavagem cuidadosa durante varias horas em
dgua corrente.

Deshidratacio pelo aleool absoluto, clarifica-
cao pelo xilol, montagem pelo balsamo de Canadai.
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Foi durante muito tempo uma das técnicas
mais usadas nos Estados Unidos para impregnacao
argéntica do tecido conjutivo, mas gradativamente
foi sendo modificada e substituida em virtude de
melhoramentos surgidos sob varios pontos de vista.
A fixacdo aconselhada é de fato a que melhores
resultados oferece, o formol simples. Os cortes
por congelacdo porém néo sdo os melhores e prin-
cipalmente na espessura que o autor aconselha. Se
tomados com 5 a 10 micros sdo muito ténues e fa-
cilmente sofrem descolamento nos processos sub-
sequentes. Se cortados com 15 a 20 sic espéssos
demais e prejudicam a observacdo da arquitetura
renal em presenca das fibras argiréfilas. Usa o
nitrato de prata como impregnador diréto que néo
se presta para o nosso mistér, embora em tempo
posterior empregue a solucdo de prata amoniacal.
As lavagens por demais demoradas que o autor
aconselha frouxeram resultados pouco satisfatd-
rios para as nossas preparacdes. Foi das téenicas
que menos se prestou aos nossos estudos experi-
mentais, isto é, evidenciacido das fibras argiréfi-
las na arquitetura renal.

Técnica de Perdran

Fixacdo em formol neutro a 10%.

Lavagem durante 24 horas em agua corrente,
depois varias vezes em agua distilada.

Cortes por congelacdo de 15 a 20 micros.

Lavar os cortes durante 24 horas em agua
distilada.

Tratar pelo espaco de 10 minufos pelo per-



manganato de potédssio a 0,25%.
Lavagem rapida em &gua distilada.
Descorar pela solucio de Pal: sulfito de sé-
dio a 1% e 4cido oxélico em partes iguais.
Lavar 24 horas em agua distilada.
Impregnacio por 24 horas e na obscuridade

=51
pelo nitrato de prata a 2,5%. 2 1,333#
Lavagem durante 5 minutos em &gua d1g1;];g;f ; ﬁ,
lada. af

A
Colocacido das laminas durante 40 a 60 A
nutos na solucdo de prata amoniacal de Bielsclia- 2

@'@ﬁ

wsky ’t
nitrato de prata a 20% ........... iv B ees T
lixivia de soda a 40% ............. IT gts.
amoniaco, até dissolucio do preclp1tado gt. a gt.

agua distilada q. s. para........... B0 cc

Lavagem réipida em dgua distilada. |

Reduc¢ao durante 30 minutos no formol a 20%.

Lavagem em 4gua distilada.

Banho na sclucio de cloreto de ouro a 1:500.

Passagem pelo hiposulfito de sédio a 5%.

Deshidratacao na série de aleooes, clarifica-
cao no xilol, montagem no balsamo.

A fixacio indicada por éste autor condiz com
a que melhores resultados oferece nas impregna-
¢Oes argénticas do tecido conjuntivo, o formol a
10%. Aconselha, no entanto, lavagens por demais
prolongadas que, como ji evidenciamos, prejudi-
caram sob varios pontos de vista o nosso mistér.
Reportamo-nos aqui também aos cortes por conge-
lacdo que, ainda longe de os recriminarmos para

f
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outros fins dessa téenica de preparacio do tecido
conjuntivo, nio ofereceram bons resultados nos
cortes de rim para demonstracio das fibras ar-
gir6filas. Encontramos nela a sensibilizacio pelo
permanganato de potassio que é de muito interes-
se nas operacoes. Faz o autor a impregnacio pela
solucéo de prata amoniacal segundo Bielschowsky,
inferior & solu¢do de prata amoniacal piridinada,
principalmente o carbonato de prata. O uso do ni-
trato de prata em separado também nio é aconse-
lhavel. Trata-se, pois, a nosso ver, de uma téenica
com referéncia ao problema em causa menos apro-
priada do que a de Tibor Pap, modificada.

Técnica de Gimiri

Fixacdo pelo formol a 10%.

Inclus@o na parafina. Cortes.

Passagem pelo xilol, enseguida por dois
alcooes.

Lavagem em &4gua corrente.

Oxidagio numa solugio de 1% a 1% de per-
manganato de potassio durante 2 minutos.

Lavagem em &4gua corrente,

Passagem na soluciio de 1 2 8% de metabisul-
fito de potassio durante 1 minuto.

Lavagem prolongada em 4gua corrente.

Tratar por solucio aquosa a 2% de sulfato de
ferro amoniacal pelo espaco de 1 minuto.

Lavagem em 4gua corrente, e enseguida em 2
aguas distiladas.

Impregnar pela seguinte solucio durante 1 mi-
nuto: acrescentar a uma solucio a 10% de nitrato
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de prata 1/6 a 1/4 de seu volume da solucdo de
hidréxido de potassio, juntando enseguida amonia-
co gota a gota, agitando-se até dissolucéo comple-
ta do precipitado. Juntar entio novamente nitrato
de prata gota a gota, até que o precipitado desa-
pareca facilmente pela agitacio. Feito isso junte-
se em dobro dgua distilada.

Lavagem em 34gua distilada por 5 a 10 se-
gundos.

Reducdo durante 3 minutosg em formol ao 1/5
ou ao 1/10.

Lavagem em 4gua corrente por poucos mi-
nutos.

Tratamento pelo cloreto de ouro 1 0,1 ou
0,2% durante 10 minutos,

Lavagem em 4gua distilada.

Passagem numa solucéo de 1 a 3% de meta-
bisulfito de potassic durante 1 minuto,

Passagem pelo hiposulfito de sédio de 1 a 2%.
por 1 minuto. !

Lavagem em #4gua corrente.

Passagem na série de alcooes, enseguida no
xilol, montagem n% balsamo de Canada.

A fixaclo é bda, pois preconiza o formol a
107%. Aconselha ainda inclusio na parafina, que,
alids, nos pareceu a maneira ideal para obtencao
de cortes de rim. J§ ressalta igualmente a sensibi-
lizacdo pelo permanganato de potassio, embora
num tempo pouco curto, pois a passagem durante
pelo menos 5 minutos d4 melhores resultados. Usa
posteriormente o metabisulfito de potassio e o sul-
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fato de ferro amoniacal, para cujo emprégo néo
encontramos justificativa, contribuindo talvez para
os frequentes descolamentos que se observam nas
preparacoes. Emprega o nitrato de prata amonia-
cal com hidréxido de potassio nas- impregnacoes
do tecido conjuntivo, e, como ja evidenciamos, de
resultados inferiores ao earbonato de prata amo-
niacal. Nao utiliza a piridina como sensibilizador
adjuvante. Quando os cortes atingem a fase final
sem descolar, de fato a técnica oferece bons re-

sultados, mas sempre inferiores aos da técnica de
Tibor Pap.

Téenica de Foot, modificada por H. C. Wilder

Fixacdo em formol a 10%, Zenker mais acido
acético, formol-Zenker.

Inclusdo na parafina ou celoidina, podendo
ser feitos também cortes por congelagdo, sendo re-
colhidos s6bre 1ldmina com albumina de Meyer.

Passagem no xilol e enseguida em alcooes
gradativamente mais fortes.

Lavagem em dgua corrente.

Banho de um minuto numa solucdo de per-

manganato de potassio a 0,25% ou acido fosfomo-
libdico a 10%.

Lavagem em #gua distilada.

Tratar os cortes pela seguinte solugdo: acido
bromidrico concentrado a 34%, 1 parte e 3 partes
de agua distilada, durante 1 minuto. (Tendo sido
uzado anteriormente o acido fosfomolibdico, pode
ser omitida esta passagem pelo dcido bromidrico).

Lavagem em &gua corrente, depois em agua
distilada.
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Passagem em nitrato de urénio a 1% durante
uns 5 segundos mais ou menos.

Lavagem em agua distilada por 10 a 20 ge-
gundos.

Impregnacao pelo hidroxido diaminado de
prata de Foot durante um minuto.

Passagem pelo alcool a 95%.

Reducao pela seguinte solucéo:

agua distilada . s SRR | -

formol a 40 %, neutrahzadu peln car-
bonato de magnégio ... Yo CC

pitrato de urdnio a 1 7% .. 1,0 ce.

Lavagem em dgua distilada.

Tratamento pela solucao de cloreto de ouro a
1:500 durante um minuto.

Lavagem em agua distilada.

Passagem pelo hiposulfito de sodio a 5 % du-
~ rante um ou dois minutos.

Lavagem em 4gua corrente. Pode ser feita
entdo a coloracao hematoxilina-eosina.

Deshidratacdo pelo alcool, clarificacdo pelo
xilol, montagem pelo balsamo de Canada.

Aconselha a fixacao pelo formol a 10 %. Faz
alusio ao Zenker que tivemos ocasido de ensaiar
em varias técnicas, conforme referéncias em ou-
tras linhas déste trabalho. Traz o emprégo do
permanganato de potassio. Trata os cortes pelo
acido bromidrico ao qual atribuimos insucesso das
preparactes. Usa posteriormente ¢ nitrato de ura-
nio como sensibilizador, indicado por diversos au-
tores como de resultados inferiores ao do perman-
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ganato. Reduz ainda numa solucdo de formol e
nitrato de uranio. Com esta téenica os resultados
foram sobremodo falhos.

Técnica de Del Hio Hortega, variante para o tecido conjunlive

Fixacao em formol a 10 %.

Cortes por congelacdo, podendo ser feita no
entanto também a inclusio.

Xilol, alcool, seguindo-se lavagem em. agua
corrente.

Tratamento pela solucio de permanganato de
potassio a 1:500 durante 5 minutos.

Descoloracio completa pelo édcido oxalico a
10 %.

Passagem em Agua amoniacal, depois em agua
distilada.

Aquecimento durante 10 a 15 minutos em car-
bonato de prata amoniacal piridinado.

Lavagem rapida em dgua com I ou II gotas de
piridina ou amoniaco.

Passagem pelo formol a 10%.

Viragem no cloreto de ouro a 1:600.

Passagem pelo hiposulfito de sb6dio a 5 %.

Lavagem em agua corrente.

Passagem no alcool, xilol, montagem no bal-
samo.

Este autor aconselha a 6tima fixacdo em for-
mol a 10%, cortes preferentemente por congela-
cio, permitindo, no entanto, a inclusdo na para-
fina. Trata os cortes pelo sensibilizador perman-
ganato de potdssio. Descora pelo acido oxalico,
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muito Gtil para os resultados finais. Usa o carbo-
nato de prata amoniacal piridinado para melhor
impregnacao. Pareceu-nos que, afora descolora-
cdo pelo deido oxalico simples e um tratamento
por agua piridinada amoniacal depois da impreg-
nacio, esta é sem davida das melhores técnicas
para o estudo das fibras argirdfilag em geral
Néo fora talvez o nosso estudo especial sobre fi-
bras argiréfilas no rim e teriamos preferido a
presente técnica para nossas investigacoes.

Técnica de Tibor Pap, modificada

Fixacdo em fous®a 10% por 24 horas. |

Inclusfo na parafina com 8 % de cera ama-
rela. '
Desparafinizacao pelo xilol. Passagem pelo
alcool absoluto.

Lavagem rapida em &gua corrente, hidrata-
¢ao do corte.

Banho de permanganato de potassio a 1 %.
durante 5 minutos; o corte adquire uma coloracio
marron avermelhada.

Lavagem rapida em agua corrente,

Descoloracio na mistura em partes iguais de
acido oxalico e sulfato de s6dio a 1 %. Espera-gse
até descoloracéo do corte.

Lavagem cuidadosa em agua corrente.

Passagem rapida pelo permanganato de po-
tassio a 1 % e, sem lavar, apenas retirando o ex-
cesso de permanganato, por dirétamente sobre a
lAmina a seguinte solug¢do argéntica recentemen-
te preparada:
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Carbonato de prata .o 5 cec.
Agua distilada .. 10 ce.
Piridina e s ey, EORES

Esta solucdo deve ser colocada a frio e ense-
guida aquecida sobre a platina, permanecendo as-
sim por uns 15 minutos ap6s o aparecimento de

vapores na superficie do liquido. O corte adgquire
entdo a coloracao marron escura.

Pagsagem, sem lavar, num banho de formol
a 20 %. '

Lavagem em agua corrente durante 15 mi-
nutos.

Viragem por 2 minutos em solucdo de cloreto
. de ouro a 1/500.

Banho numa solucio de hiposulfito de sédio
a2 %.

Lavagem em agua corrente.

Deshidratacio pelo alcool absoluto, clarifica-

¢do pelo xilol, montagem pelo balsamo de Ca-
nada.

Prepiracdo do carbonate de prata amonfacal

Tomam-se 20 ce. de carbonato de sodio a
5 9. Juntam-se 15 ce. de agua distilada e mais
5 ¢. de uma solucio de nitrato de prata a 10 %.
Produz-se assim um precipitado branco de carbo-
nato de prata no fundo. Para dissolucdo do car-
bonate de prata junta-se dgua amoniacal a 2 %.
Esta solucio deve ser preparada sempre recente-
mente para que se obtenham os melhores resulta-
dos nas preparacdes. O emprégo de solucdo de
mais de 24 horas provoca o aparecimento de gra-
nulacoes pontilhadas em negro sobre os cortes.
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A fixaclo preconizada nesta técnica é, co-
mo ja vimos, a que melhores resultados oferece
quanto 2 preparacio das fibras argirdfilas do
rim. Procedemos a retirada das pecas e em frag-
mentos maiores fizemos a fixacfo superficial e
depois cortamos em segmentos menores para a me-
lhor penetrag¢io do formol que se complets apéds
24 horas. A inclusfo na parafina com 8 % de cera
amarela permitiu otimos cortes na espessura ideal
entre 8 a 10 micros. O sensibilizador utilizado an-
tes da impregnacio argéntica que melhores resul-
tados ofereceu fol o permanganato de potédssio a
1 % e durante o tempo de 5 minutos. Como des-
corante de permanganato de potdssio que parece
ter uma verdadeira acfio catalitica quanto & sen-
sibilizacdo, e que precisa ser eliminado do corte,
emprega-se a mistura em partes iguais de acido
oxalico e sulfato de s6dio a 1 %, apresentando os
mais satisfatorios resultados. Os cortes que, sob a
acao do permanganato de potéssio, ficam.de cor

marron avermelhada descoram-se completamente
apoOs alguns instantes de contato com a mistura

acima referida. A segunda passagem rapida pelo
permanganato de potassio completa, ou melhor,
torna mais nitida ainda a sensibilizacfo para com
o carbonato de prata amoniacal. A impregnacio
argentica que melhores resultados ofereceu para
perfeita evidenciacio das fibras argiréfilas no
rim normal foi a que apresenia &ste autor, o car-
bonate de prata amoniacal piridinado, recente-
mente preparado e aplicado a quente sdbre o cor-
te. A redugdo feita a seguir pelo formol a 20 %
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foi igualmente a que se mostrou de melhores re-
sultados quanto ao aparecimento das fibras argi-
rofilas. O cloreto de ouro tem o papel de efetuar
a viro-fixacdo quando seguido imediatamente pela
passagem no hiposulfito de sédio, sendo melhor o
uso do cloreto de ouro na diluicdo de 1:500 du-
rante 2 minutos e do hiposulfito de s6dio a 2 %.
Reportamo-nos mais uma vez aqui & questio de
ter sido esta técnica a que melhores resultados nos
proporcionou nas preparactes para evidenciacdo
das fibras argiréfilas no rim normal.

Nesta altura do nosso trabalho imp&em-se, a
titulo de resumo, algumas consideractes finais re-
ferentes aos resultados obtidos ndo s6 com a tée-
nica que classificamos plenamente satisfatéria, co-
mo também por outros métodos, j4 assinalados
para ressaitar as fibras argentafinas integrantes
da estrutura do rim normal.

Estrutura das fibras argiréfilas no rim
normueal

Tivemos ocasido de estudar o tecido conjun-
tivo prépriamente dito segundo as classicas descri-
coes da maioria dos autores, assim como mais es-
pecialmente a questio das fibras argiréfilas na
estrutura de diferentes érgéos, particularmente no
rim. Sacrificamos numerosos cobaios e executa-
mos muitas dezenas de preparacbes segundo as
téenicas por nds apresentadas. Era nosso intento
inicial fazermos uma seriacdo de diferentes gru-
pos de animais, assim como catalogar as prepara-
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cOes executadas segundo téenicas diferentes, afim
de tirarmos as nossas concludes posteriormente.
Na marcha dos nossos trabalhos, porém, revela-
ram-se resultados que autorizaram uma mudanca
de orientacfo. Resolvemos, entdo, fazer um estu-
do de conjunto, e haseados tdo sémente em dados
colhidos sob &ste aspecto geral tirarmos as nossas
conclusdes em torno do assunto em causa. Deve-
mos destacar que preparacdes executadag para evi-
denciar as fibras argiréfilas de outros orgaos,
mostraram- éstes elementos, por vezes, com maior
nitidez e regularidade. O pulmio e o bago revela-
ram na sua estrutura muito nitidamente & consti-
tuicdo em réde das fibras argiréfilas. Permane-
cemos, no entanto, fiéis ao nosso objetivo de estu-
dar as fibras argiréfilas exclusivamente no rim,

por ser um dos 6rgios pouco explorados neste
sentido, e de contribuir para aclarar a complicada

questdo das muitas técnicas encontradas para a
preparacdo eletiva de elementos sensiveis & prata.
Depois de termos feito intimeras preparacies se-
gundo as diferentes téenicas e métodos conforme
relato das paginas anteriores, concluimos pela es-
colha da técnica de Tibor Pap, modificads ligei-
ramente, em virtude de ter no conjunto geral dos
nossos trabathos apresentado com maior regulari-
dade resultados satisfatérios. Pars COMProvacao
desta nossa afirmativa apresentamos em outro
lugar déste trabalho varias microfotografias ori-
ginais executadas, onde se v& a culminincis de-
monstrativa dag nossas experimentacbes. Segundo
a8 legendas das diversas microfotografias depreen-
de-se o intento de focalizar as fibras argiréfilas
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em face dos diferentes elementos estruturais da
arquitetura do rim. Nas consideracdes que se se-
guem tomaremos como pontos de reparo as fibras
argiréfilas localizadas nos glomérulos de Mal-
pighi, nos tubos uriniferos contorcidos, nas alcas
de Henle, nos tubos coletores, assim como na ar-
quiteura geral dos elementos intermediarios. Veja-
mos guais os resultados fornecidos por nossas ex-
periéncias em cobaios.

Nos glomérulos de Malpighi as fibras argi-
rofilas evidenciam-se com grande abundéincia
na periferia désse elemento urinario. Com o em-
prégo da objetiva de imersdo essas fibras foram
por nés ohservadas em duas camadas contornando
o glomérulo. A mais externa em torno da capsula
de Bowmann é espéssa, formada de fibras intima-
mente aderentes umas as outras, como uma verda-
deira membrana. Hsta membrans por sua vez estd
em contato com as vizinhas ao glomérulo em ques-
tao e que contornam os elementos estruturais in-
termediarios. A segunda camada mais interna re-
veste a superficie dirétamente em relacdo com a
vitrea que se dirige do polo vascular ao polo uri-
nario do glomérulo. Esta é menos espéssa, apre-
sentando fibras argirofilas mais delgadas e uni-
formemente distribuidas. Negta altura podemos
até falar de fibrilas argiréfilas em virtude de
sua delgadez, conservando-se porém intimamente
anastomosadas. Az nossas microfotografias de di-
ferentes glomérulos hem mostram essa espéssa du-
pla membrana em torno dos mesmos.

Nos tubos contorcidos gue ge originam ao ni-
vel do pélo urindrio dos glomérulos de Malpighi
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verificamos claramente em nossas preparacbes a
camada espéssa de fibras argiréfilas, guardan-
do também &ste aspecto de dupla membrana, prin-

cipalmente visivel nos tubos apanhados em cortes
longitudinais. Os pontilhados que apreeiamos por
vezes dependem de um corte transversal das fi-
bras argiréfilas que se dirigem em todos os sen-
tidos, conservando, no entanto, sempre uma con-
densacfo maior nas proximidades dos tubos.

Nas alcas ascendente e descendente de Henle
foram evidenciadas também com regular nitidez
as fibras argirdfilas, tendo sido possivel, com
grande aumento, diferencar ainda as duas cama-
das. Tanto nos tubos contorcidos como nas aleas
ascendente e descendente de Henle nio se apresen-
taram, na verdade, tdo nitidas estas duas camadas
de fibras argir6filas como no glomérulo de Mal-
pighi.

Os tubos coletores urindrios l_revelaram no to-
cante as fibrag argiréfilas um caracteristico es-
pecial em confronto com os démais elementos por
nos estudados no presente trabalho. Neles nido ob-
servamos essa dupla camada de fibras argiréfi-
las nem com grande aumento, podendo-se afir-

mar por isso que os tubos coletores tenham uma
g0 membrana. Além disso essa membrana é mais
fina do que as que encontramos nos outros ele-
mentos. '

Em conjunto nos foi possivel ressaltar no rim
uma trama hem desenvolvida de fibras argir6fi-
las distribuidas em volta dos elementos estrutu-

rais e também nos espacos entre 8stes mesmos ele-
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mentos, como verdadeiras trabéculas de reféreo.
A disposicio nitida em réde pode ser observada
com precisio em nNOSSas microfotografias.
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Fig. 1 — As fibras argirdfilas mostram~se com nitidez
enire as formacfes do rim, ohiidas em corte transversal.



o
G
sl

i

Fig.§2 — Fibras argirofilas localizadas enire os tubes
uriniferos, ocupande-lhes o trajeto longitndinal.



Fig. 3 — As fibras argiréfilas acham-se em grande
destaque entre os tubos urinérios,



Fig. 4 — Preparacdo de rim de cobaio que soireu a

impregnagfio pela prata segundo a técnica de Tibor

Pap modificada. O reticulo constituido pelas fibras ar~

girdfilas mostra-se com os caracleristicos de dupla
bainha.



Fig. 5 — Detalhe da microfotograiia em maior aumento,
evidenciando as fibras argiréfilas localizadas no esiroma
intracanalicnlar,



Fig. 8 — Corte de rim de cobaio que sofreu a
impregnagdo argéntica.



Fig. 7 — Corte do rim. Nota-se um glomérule de Malpighi
intensamente impregnado pela solugdo argéntica.



Fig. 8 — CGlomérulo de Malpighi mostrando as fihras ar-
girofilas, contornande s capsula de Bowmann em formagio
de dupla membrana.



CONCLUSOES

De acordo com os nossos propositos e com 08
resultados de nossas pesquisas podemos apresen-
tar as seguintes conclusdes:

1 — Ag fibras argiréfilas foram encontradas
com abundéncia na estrutura do rim quando fei-
tas eletivas impregnacoes pela prata.

2 — Foi ao nivel dos glomérulos de Malpighi
que as fibras argirofilas se apresentaram mais
cerradas em contacto com a capsula de Bowmann,
formando dupla membrana.

3 - Nos tubos contorcidos também se evi-
denciaram fibras argiréfilas 4 semelhanca das
observadas nos glomérulos, tnicamente com me-
nos espessura.

4 — Nas alcas ascendente e descendente de
Henle evidenciaram-se igualmente fibras argiré-
filas como verdadeiras bainhas duplas.

5 — Nos tubos coletores localizaram-se, en-
volvendo &stes elementos, as fibras argiréfilas
em uma unica formacio membranosa.

6 — B de salientar a regularidade com que as
fibras argiréfilas se distribuem no rim normal,
circunstincia amplamente confirmada pela obser-
vacio de intimeros cobaios.
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7 — Para evidenciacio das fibras argirofi-
las apresentamos e executamos diferentes téeni-
cas com diversos resultados finais, culminando na
de Tibor Pap, modificada ligeiramente, que nos
proporcionou melhores preparagoes, tomando em
conta o nosso propdsito, referido por varias vezes
neste trabalho, isto é, melhor evidenciagéio possi-
vel das fibras argiréfilas no rim normal.

8 — As demais técnicas estudadas revelaram-
se igualmente bbas para o estudo do tecido con-
juntivo prépriamente dito por impregnacao ar-
géntica, mas na arquitetura renal ndo se mostra-
ram com as mesmas propriedades da técnica de
Tibor Pap modificada.
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