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PREFACIO

Entre os assuntos que empolgam a histofisiologia mo-
derna, alinham-se em primeiro plsne os de ordem citoldgica
que, representados pelo condrioma e aparelho de GOLGI,
atraem a atengao dos Bic105ista5 contemporaneos.

Destes dois aparelhos que parecem querer traduzir o
rellexo celuler em quesi toda a sua plenitude, escolhemos o
primeiro, por nos parecér menss investigado e telvez mais elo-
quente em relagdo aos processos metabdlicos e secretdrics.

Para tal, orientames o nosso trabalho no sentido da
investigacio do aparelho mitocondrial, no que diz respeito eo
histérico, as questSes de ordem gerel e particular, técnicas e
métados, reservando-nos para a parte experimental a contribui-
cio ao estudo dos condriomas hepédtico e renal.

Assim €, com satisfacio, que o apresentamos & critica

serena e inteligente, daqueles que o deverio julgar.



INTRODUCAO AO ESTUDO DO CONDRIOMA

Desde a sva descoberta até os nossos dias e
quica para o futuro tem sido a célula objéto de estudo,
pesquisas e divergéncias. Escolas que se defrontam,
apoiadas em dados concretos, fruto das investigacdes
reais, emquanto que outras, aproveitando em partes és-
tes mesmos elementos e de outra parte a imaginacio de
que quasi sempre € fertil a mente humana, criam teo-
rias hipotéticas, que no entanto nio deixam de impres-
sionar os cientistas e micrégrafos de todas as épocas,

Assim, esta mintscula porgio biologica capaz
de crescer e multiplicar-se, assimilando as substancias
nutritivas do meio exterior, representa um organismo
aplo a viver independentemente (protistas), mas, asso-
ciando-se, vai constituir os organismos maiscomplexos
(metazoarios),

Significa pois a célula. constituida de trés par-
tes distintas: citoplasma, nucleo e membrana, o centro
energético dos fendmenos vitais.

Para o estudo da célula varios métodos foram
idealizados, as técnicas mais sensiveis e delicadas fo-
ram e sao aplicadas conforme o objetivo visado em
sua estrutura. Dizemos estrutura porque, em riger, na
histologia temos a textura, modo como se dispiem os
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elementos; a estrutura, no que se refere a forma e cons-

tituicdo dos mesmos.
Dos elementos componentes da célula ocupar-

nos-emos do condrioma, verdadeiro aparélho alojado em
plena massa citoplasmica, cujo estudo pormenorizado
faremos mais adiante. Porém, antes, necessario se tor-
na, estabelecermos considera¢oes de ordem geral acer-
ca da constituicdo do protoplasma, uma vez que estas

estio de certo modo ligadas ao aparélho mitocondrnial.
O citoplasma ¢ o protoplasma celular. Este vo-

cabulo criado por PURKINJE para designar a primeira
substancia que se forma nos embrides, foi intreduzido

em anatomia por MOHL,
Em realidade éle ndo representa mais o que a

principio significava, mas o uso o consagrou e os his-
tologistas o aplicaram para denominar a massa trans-
parente, granulosa, semi-sélida que se interpde entre

o nucleo e membrana celular,
Ao protoplasma, substancia fundamental da vi-

da, foram atribuidas varias teorias que procuram expli-
car a sua estrutura e cujas conseqiiéncias se estende-
rio até que de maneira cabal se possa estabelecer, com
os progressos da técnica moderna (exames em vida, a
fresco, cultura de tecidos, histo quimica, microcirurgia,
histoéspectrografia, etc.) a sua definitiva forma e cons-
tituicio.

Representando o protoplasma a quase totalidade
da célula é déle que se preocupam os biologistas, tan-
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to que os teorias impostas a ela sdo todas calcadas

em sua estrutura,

Assim, em desfile rapido, citemos os estudos de
DUJARDIN, achando o citoplasma comeo constituido
por uma substincia homogénea em cujo seio estariam
esparsas particulas figuradas e diversas inclusdes; os
de FROHMANN, HEITZMANN, VAN BENEDEN,
KLEIN, LEYDIG, CARNOY e outros que descobriram
no citoplasma granulacdes e filamentos (paraplasma ou
metaplasma’, denominando microsomas as granulagoes.
Déste modo os filamentos formariam uma rede cujos
nés seriam representados pelas granulagoes. Estabele-
cia-se assim a teoria do reticulo.

Para ALTMANN o citoplasma € constituido de
pequenos granulos, esparsos ou aglutinados, alojados
em massa anista. Teoria granular de ALTMANN.

Com FLEMMING vemos o citoplasma formado
de filamentos isolados (mitomas ou matéria filamentosa)
que se acham imersos em uma substancia amorfa (pa-

ramitoma ou matéria inter-filamentosa) Teoria filamen-
tosa de FLEMMING.

A esta doutrina associaram-se SCHNEIDER,
PGLUGER, DALLOWITZ e outros.

Segundo BUTSCHLI o citoplasma ¢é constitui-
do de alvéolos formados por laminas delgadas e anas-
tomosadas, cheios de uma substiancia mais ou menos
ligiida (enquilema). Veoria alveolar de BUTSCHLL
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Vé-se, déste modo, que cada pesquisador des-
creve para o citoplasma uma estrutura particular mas,
0 que realmenle parece, é que todas estas disposicies
por éles encontradas poderio, de fato, aparecer ao mi-
croscopio, fruto unicamente da diversidade de técnicas

empregadas.
FISCHER acha que algumas destas estruturas

poderao surgir como artefatos de preparacio.
As teorias acima expostas, em verdade, assen-

tam sob um mesmo aspeto, isto &, consideram o ci~
toplasma formado por duas substancia: uma ndo figu-
rada (hialoplasma) e outra figurada (morfoplasma), as-
sumindo, conforme os autores, a forma de graos, fila-
mentos ou réde, O que parece porém, € que os fila-
mentos nada mais sdo do que a associacdo dos granulos
que receberam as mais variadas denominacdes: ALT-
MANN os chamou de bioblastos: FROHMANN, HEITZ-
MANN, van BENEDEM, KLEIN, LEYDIG ¢ outros de
microsomas; ARNOLD de plasmosomas e, atualmente
a maioria dos autores consideram ndo s6 as denomi-

nagoes anteriores mas ainda o mitoma de FLEMMING
e as laminas de BUTSCHLI como sendo fermacdes

idénticas 4s do atual aparélho mitocondrial ou, em ou-
tras palavras, empregadas como sindonimo do referido

aparélho pelos vdrios cienlistas em épocas diferentes.
Além das teorias anteriormenie expostas, sur-

giram estudos interessantes e, principalmente néste ul-
timo meio século, acharam os biologistas que a célula
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& um elemento complexe para ser considerada como

unidade elementar anaidmica e fisiclogica e considera-
ram-na como sendo a resultante da associagio de uni-
dades inferiores oriundas talvez de grupos moleculares.
l.endo se a propésito a excelente obra de PIERANTO-
NI, verifica-se a diversidade de opinides existentes en-
tre os investigadores a respeito da complexidade celular.

Surgiram os estudos de DARWIN, chamando de
gémulas s unidades fisiolégicas elementares, portado-
ras dos caracteres hereditarios e capazes de passarem

de uma célula para outra, circulando livremente no or-

ganismo. Estas unidades lisiolégicas foram igualmente
admitidas por SPENCER.

DE VRIES denominou de pangenos os compo-
nentes elementares do citoplafma; WEISSMANN de
biofdros; ERLSBERGER e HECKEL de plastidulos;
NAEGELI de micelas; HAACKEL de gemas; HERT-
WIG de idioblastos e etc.

Em 1868 MAGGI descreveu em suas licies de
*Morloligia e Protistologia®”, que a célula é formada pe-
la associagdo de elementos que- designou de cifodos
(corpo celular, nucleo e nucléelo) diferenciados em re-
lagdo as diversas fungdes que desempenham. Resulta o
citodo por sua vez da associacio de plasiidics de
grau iaferior — plastidulos.Déste modo a célula trans
forma-se em um verdadeiro tecido citodular e o citodo

em um tecido plastidular.
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Os plastidulos representam assim as granula-
cies do protoplasma (plason, citoplasma e carioplasma)
devendo-se néles repetir-se todas as fungoes do citodo
e, portanto, da célula. Estabelece.se, desta forma, es-
treita correlacio entre plastidulo e célula e desta com
o organismo do metazodrio ou metéfito. Entende ainda
MAGGI que os plastidulos procedem da individualiza-
cdo de substancia mais simples, a glia. Esta seria a
substancia formada primordialmente no curse da evo-
lugdao biologica.

Ignorando as teorias de MAGGI, chegou ALT-
MANN, em 1890, a conclusoes semelhantes, achando
que o citoplasma nao se apresenta homogéneo e sim
constituido de granulacdes, elementos morfologicamen-
te parecidos com as bactérias, que denominou, como

ja vimos, bioblastos. ALTMANN considera o bioblasto
como a unidade morfolégica visivel do citoplasma vivo,

capaz de viver livremente (autoblasto) ou associado em
colbnias (citoblasto), Para éle os autoblastos e os cito-
blastos podem adotar a forma de mcnoblastos ou de
nematoblastos. Os citoblastos, conforme pertencam ao
nicleo ou ao citoplasma, distinguem-se em: carioblas-
tos e somatoblastos.

Séria entdo a célula, em sua origem, uma colod-
nia de bioblastos organizados em moneras, de que por
sua vez 4 custa de diferenciacdes internas resultariam
as melamoneras, moneras com esbdco de nucleo e fi-
nalmente destas derivariam as células,
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Quanto & origem dos bioblastos diz ALTMANN
que um procede sempre da divisio de outro: OMNE

CRANULUM EX GRANULO.
Outra concepcao da vida celular é atribuida a

GIGLIO TOS, que considera como fungdes essenciais
dos organismos vivos a assimilacdo e a multiplicacao.
Assim, éste biologista se estende em consideracdes re-
lativas 4 organisagdo da maléria viva e conclue, de
acordo com outros autores, que o citoplasma efetiva-
mente é constituido pela reunido de moléculas vivas,
dando por sua vez origem a particulas correspondentes,
de um modo geralaos plastidulos de MAGGI e aos gra-
nulos de ALTMANN, as quais denomina de &idmoros,
que pela sua reunide, dariam sistemas simbi6ticos cha-
mados biomonadas. A célula seria nessas condigoes

uma biomonada,
Os bibmoros teriam vida prépria e seriam for-

mados por sistemas simbi6ticos de moléculas (biomo-
léculas) capazes de viverem isoladamente desde que o
meio lhes fornecessem condicdes fisico-quimicas indis-

pensaveis a4 assimilacdo.
Na biomonada constituida pela célula, os bid-

moros estariam representados por todos os corpusculos
que se acham no citoplasma (centriolos, mitocondrios

etc.) e no carioplasma (corptisculos de cromatina).
Teriamos, desta forma, o organismo pluricelular

formado por células vivas que constituiriam um com-

plicado sistema simbi6tico, porém destinadas a perece-
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rem caso se separassem da comunidade celular, por-
que lhes faltariam as substancias nutritivas necessa-
riag 2 vida: os bidmoros poderiam subsisir gémente em
condicdes de assoriados simbidticamente, constituindo
o célula. Em resumo, a célula possuiria carateristicas
comparaveis as dos séres pluricelulares.

Diz PIERANTONI que, quando ndo ¢ possivel
observar diretamente a participagdo das biomoléculas
nos diversos fenomenos vitais, os biémoros de Gl
GLIO TOS sao visiveis freqiientemente, podendo se ob
servar seu comportamento e scbretudo seu desdobra-~
mento. A éste desdobramento seria devido o fendme-
no da citodierese ou divisdo celular; as figuras cario-
cinéticas seriam uma conseqilencia da fragmentacao
das particulas ou bidmoros pre-existentes e da orienta-
cdo dos bibmoros resultantes pas duas regides polares
da célula, ao redor dos centrosomas, 08 (uais por sua
vez, procedem da divisdo do centrosoma da célula mae
e sio os primeiros a se orientarem. GIGLIO-TOS to-
ma em consideracdo os fatores de fdrgas extiinsecas,
especialmente a gravidade, pa=gravidade, na interpre
tacio dos fenémenos celulares (divisdo, fecundacao, seg-
mentacdo, etc.) e também dos processos de ontogénese
no que diz respeito as dire¢des dos planos de segmen:
tacio e de todos os eixos relacionados com a estrutu-
ra do ovo.

Vé se pelas hipoteses apresentadas que alguns



biolegistas admitem a simbiose cémﬂ E"l}ﬁStltlllﬂnﬂ 0
fundamento dos fendmenos vitais, concluindo que sé
assim é possivel a vida.

Desta forma estas concepcdes se chocam com
as que modernamente interpretam essas granulagoes
citoplasmaticas come elementos ativos das diversas
funcoes celulares.

Observa.se, como é natural, o exagéro com gue
certos biologistas interpretam as teorias expostas aci-
ma; vemos igualmente em tdédas elas o citoplasma
constituido novamente por duas pergdes distintas: uma
amorfa e outra granulosa.

Segundo RETZIUS, todo o protoplasma é cons-
tituido por trés elementos essenciais: o hialoplasma (pa-
ramitoma ou massa interfibrilar) uma rede de filamen-
tos ramificados, flexuosos, porém anastomosados (mi-
toma de FLEMMING) correspondentes aos plastocon-
tos de MEVES e alguns granulos disposlos em série e
alojados na espessura do mitoma {microsomas, corres-
pondentes aos granulos de ALTMANN ou plastosomas
de MEVE D). o

ARNOLD é de opinido que, todos os filamentos
de FLEMMING como as paredes dos alvéclos de BU-
TSCHLI sejam formados pela reunido df: grdnules @ue

sentado por plasmosomas especificos. 4
Diz LAGUESSE que o protoplasiid
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sa de estrutura microscopica inicialmente homogénea e
de estrutura ultramicroscépica finamente granulosa, co-
mo os coldides.

BUTSCHLI foi o primeiro que considerou o
protoplasma como um coléide.

RHUMBLER, em 1914, comparou-o as solucdes
coloidais.

Do ponto de vista coloidal, o protoplasma ¢
considerado atualmente como um “gel” e segundo BOT-
TAZZI o citoplasma indiferenciado ou gliode ¢ um
“hidrosol”.

'Sabe-se que o protoplasma vivo € extremamen-
te 1abil tanto assim que as tentativas de investigagao
por meios fisicos e quimicos, mais ou menos agressi-
vos, alteram o equilibrio complexo e conduzem a for-
macdes variadas de imagens citoplasmaticas que nao
correspondem em realidade as condig¢oes estruturais
pre-existentes.

BERTHOLD, SCHWARZ, FISCHER, HARDY
e o proprio BUTSCHLI esclarecerrm com nitidez estas
transformacdes produzidas pela morte em face dos rea-
tivos fixadores,

Desta forma FISCHER obteve numa mesma so-
lucdo albuminosa e com reativos fixadores dilerentes,
tipos de coagulagéao: granulosa, filamentosa, vacuolar, etc.

Das consideracdes recém expostas, adveio, em
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técnica histologica, e principalmente em citologia, a ab-
servacao do protoplasma vivo. Livre, déste medo, das
mutacoes estruturais verificou se que o citoplasma vi-

vo é de fato uma massa homogénea, apresentando a

transparéncia do vidro e tendo em suspensdo particu-
las pequenas € delicadas que constituem partes vivas
e fundamentais, diferenciadas, umas pela maior refrin.
géncia, como 0 condrioma, e outras representadas pe-
las substancias de elaboragao: gorduras, glicogénio, elc,

Tornou-se tdo importante a verificagao do pro-
toplasma vivo que toda a citologia moderna utiliza-se
dela, seja para a identificacdo de elementos sob cuja
existéncia pairavam divida ou seja para servir de con
trolo as preparacdes fixadas e coradas. Infelizmente
aste novo campo de observagio histologico ainda €
restritc mas, no entanto, j4 tem fornecido resultados

concretos em técnica citolégica.

Em sintese, temos o protoplasma constituido
por duas porgdes distintas; uma amorfa, anista nao
figurada — hialoplasma e outra figurada — morfoplas-
ma, plasma estruturado, protoplasma morfolégicamente
diferenciado, correspondendo a diversas fung¢des visi-
veis em estado vivo ou sob a acio dos reativos.

Entre estas formacoes e constituindo os pro-
toplasmas funcionais gerais temos e condtioma, o cen-
tro celular e o vacuoma.

Das porgoes figuradas do citoplasma, a que



existe em maior abundancia e que apresenta maior po-
‘imorfismo ¢, sem duvida. o condrioma.

Vem sendo o condrioma, designade sob as mais
variadas denominacdes, o elemento constante € funcio

nal do protoplasma celular.




HISTORICO

Das hip6teses, teorias e suposi¢des expostas an-
teriormente, depreende-se a ligagdo intima existente
entre a histéria do protoplasma em geral € a do con-
drioma em particular, chegando mesmo a se coniundi-
rem sob alguns aspetos,

Do ponto de vista historico entre muitos cien-
tistas eminentes ressaltam as figuras de ALTMANN,
BENDA e ﬁ
marcos, as etapas mais precisas :a histéria do con-

EVES que assinalum, como verdadeiros

drioma

Tomando como ponto de reparo os trabalhos
dos referidos pesquisadores, podemos dividir o histo-
rico do condrioma em trés épocas diferentes e sucesst-
vas: época de ALTMANN, época de BENDA e época
de MEVES.

EPOCA DE ALTMANN

Inicia-se com os estudos de von BRUNN em
1884 descrevendo granulagdes especiais nas células se-
xuais do rato com o nome de “protoplasmakérner”.

Em 1886 surgem as observacdes de LA VAL
LETE SAINT GEORGES realizadas nas células se-



xuais dos insetos, constatando a presenca de granula-
cies que denominou de “citomicrosomas’,

Em 1890 ALTMANN, com o auxilio de méto-
dos proprios, tendo por base essencial a fixacao em
mistura cromo 6smica e coloragao pela fucsina &cido
anilinada diferenciada pelo écido picrico, verificou, no
seio do citoplasma, formagoes que descreveu como
graos e filamentos chamando-as de ‘bioblastos®, que
consideron como partes elementares ¢ verdadeiramen-
te vivas do citoplasma. Como jd dissemos atras, a cé
lula para ALTMANN nada mais era do que uma cold-
nia de bioblastos.

Com #&stes trabalhos flirmou-se definitivamente
a concepcido de que €sses grénulos (bioblastos) repre-
sentavam, na célula, elementos dignos de investigacao.

Aparecem, apos os trabalhos de aLTMANN,
grande numero de biologistas interessados em tais pes:
quisas, sem que contudo tenham trazido grandes es-
clarecimentos.

¥POCA DE BENDA

Em 1898 BENDA, apods os seus estudos nas
células sexuais masculinas {espermatogﬁnias} dos ma-
miferos em que enconirou elementos granulares dis-
postos em série ou em corda, estabeleceun, a principio,
o nome genérico de “mitocondrios” aos referidos ele-
mentos € aos quais ainda lhes atribuiu estarem em re

lacdo com as fungoes motoras das células.
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Mais adeante encontrou formacdes em forma
de filamentos de aspeto granuloso que denominou de

“‘condriocontos”.
De posse déstes elementos, lancou BENDA a

hipotese de que essas formagdes se reuniriam no es-
permatozéide para formar o filamento espiral da por-
¢do intermedidria entre o colo e a cauda.

BENDA empregou para tal fim novos corantes
os quais lhe permitiu a evidenciacdo do aparelho mi-
tocondrial.

Vé-se, na técnica aconselhada por éste biolo-
gista, a alizarina e o cristal violéta empregados pela
primeira vez para o condrioma,

A descoberta de BENDA parece nio ter sido

novidade em citologia mas sim veio reforcar e dar cor-
po as pesquisas realizadas anteriormente,
A éste respeito PENSA se expressa da seguin-

te forma: “BENDA nio fez sindo valorizar éstes ele-
mentos celulares que adquiriram bem cedo parte rele-
vante em citologia,”

Entre outros investigadores, van der STRICHT
confirmou os trabalhos de BENDA, encontrando mito-
céndrios e condriocontos nos dvulos de diversas espé-
cies de animais.

EPOCA DE MEVES

Durante alguns anos, ap6s os estudos de BEN-
DA, nada se escreveu de importante sébre o condrio-
ma,
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Somente em: 1908 novos estudos amparados em
técnicas e métodos minudentes conduziram MEVES ao
exame do protoplasma de céluias embrionarias, onde
verificou ¢ condrioma & estabeieceu ainda, que o mes-
mo era elemento constanie ¢ normal do citoplasma,

Em 1911 procede idénticas pesquisas em célu-
las diferenciadas do individuo adulto, constatando, em
algumas delas, a presenca do referido aparéiho.

Apés estas constatagies, MEVES propoe novas
JesignacGes para os elementos do condrioma; assim,
chama de plastosomas e plastocontos aos condrioso-
mas, denominados, respeciivamente, por BENDA de
mitocdndrios e condriocontos.

ey
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Ne periodo de 1917 a 1919 PORTIER, baseado

I"'"'___n;; teoria dos microcimas de BECHAMP e na dos bio-
“\ Blastos de ALTMANN, sustenta a tese de que as cé&
lulas, tanto animal como vegetal, sio elementos duplos,

“isto &, nelas se encentram o protoplasma propriamente

dito e alguns micrébios que denominou de simbiofes.
Para éle, os referidos simbiotes viveriam em intima
associacio com os elementos esssenciais da célula e
colaborando com esta em todos os momentos neces
sarios. Compara-as desta forma, com as simbioses dos
fungos e das algas que ddo origem aos liquens.

Os simbiotes representariam, assim o0s Unicos
elementos simples da célula e, uma vez esta destruida,
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tles recuperariam liberdade, emancipando-ge da colénis

intracelular.
As ousadas especulacies de PORTIER, dizem

S. RAMON y CAJAL e J. F. TELLO y MUNOZ, se
apoiam nos seguintes fatos:

1." — da existéncia no protoplatma de formas granila-
res ¢ filamentosas, suscetiveis de multiplicacdo e
crescimento (mitocdndrios, granulacées glandulares,
ete.);

2.2 — da presenga nas nodosidades das leguminosas e na
dos tecidos de muilas larvas de inselos, sssim como
em diversos invertebrados, de indiscutiveis formas
microbianas associadas ao protoplasma celular

3.¢ — do fato, bem conhecido, de que a semeadura des
orgios animais e vegetais provoca, as vezes, a apa-
righo de colénias microbianas;

4. — do lenébmeno, chamado avitamisosis, que sucede
quando of animais se alimentam com sementes
descorticadas ou pastos absolufamente assélicos,
desenvolvendo-se, assim, graves transtornos nuiri-
tivos que podem conduzir & morte. O eseorbuio e
0 beribéri do homem se derivam, presisamente, do
uso de conservas asséticas. Esta miséria fisioldgi-
Ca, a que os autores atribuem a destruigdo de certas
substancias, as vitaminas, existentes na epiderme
das sementes, frutos e em outros alimentos, obe-
deceria, segundo PORTIER, i eliminagho, por anti-
sepsia ou assepsia, de suas bactérias simbidticas.

Em oposigio, os bacteridlogos afirmam que os drgfos
dos animais ¢ das plantas se enconiram em con-
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dicoes fisiologicas perfeitamente asséticas, assunto
recentemente corroborado pelos trabalhos de A.
LUMIERE que efetuou analise experimental de td-
das as pretensas provas alegadas por PORTIER.
REGAUD, em 1919, LAGUESSE e GUILLERMOND,
em 1919, demonstraram que néo € possivel identi-
ficar bactérias com mitocéndrios, pequenos orglos
celulares, refratirios & coloragdo pelos métodos tin-
toriais microbianos e incapazes de se emanciparem
para constituir vida extra-organica.

Cencluindo, acusam os referidos autores, que a obra de
PORTIER se alicerca em grave erro de légica cien-
tifica, pois, para &le, os fatos negativos sao siste-
maticamente desprezados e sacrificados ante a ex-
cepcional aparigio de tal ou qual fato positivo, ar-

bitrariamente interpretado.

Néstes tltimos anos, os discipulos de BENDA
e MEVES descobrem o condrioma em quase todos os
elementos histolégicos.

NAGEOTTE, os encentra nos neurénios e nas
células da neurtloglia.

DUESDERG, HOWEN, REGAUD, LEV], PEN-
SA e muitos oufros descreveram igualmente o condrio-
ma eém um grande numero de células,

ACHUCARRO, DEL RIO HORTEGA e RA-
MON y CAJAL confirmaram igualmente a presenca
dos condriosomas em departamentos anatomicos onde
até entdo era duvidosa a sua existéncia.
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:sses cientistas utilizaram-se de métodos e téc-
nicas novas.

Além dos nomes j4 citados, encontramos gran-
de numero de biologistas que se tém preocupado com
a investigacao do condrioma e cujos estudes mencio-
naremos a cada instante.

Infelizmente ndo possuimos em nosso fichario
autores nacionais sébre o t€ma que ora nos interessa.

DEFINICAO - SINONIMIA - MORFOLOGIA -
DISTRIBUICAO - QUANTIDADE - EVOLUCAQ
DO CONDEIOMA

Representa o condrioma um conjunto de corpos
em lormas de graos ou bastonetes denominados gené-
ricamente de condriosomas.

Os condriosomas podem se apresentar sob trés
tipos diferentes: em graos, mitocondrios de BENDA ou
plastosomas de MEVES; em bastonetes rétos ou fle-
xuosos, condriocontos de BENDA ou plastocontos de
MEVES e em graos dispostos em linhas como as con-
tas do rosario, condriomitos, forma.encontrada raramen-
te e cuja designacao é atribuida a MEVES,

O condrioma é denominado ainda, por alguns
autores, de aparélho mitocondrial.

Vé-se também os mitocondrios receberem, pe-
los autores ingleses e americanos, a designacio de es-
ferocondrios, assim como a de pseudo-cromosomas, da-
da aos condriocontos pelos mesmos autores,
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A design¢io antiga de bioblastos de ALTMANN
caiu quase que completamente de uso encontrando se
raramente entre os autores modernos.

Os mitocdndrios podem-se encontrar isolados
ou agrupados e desta ltima formagio GIGLIO-TOS e
GRANATA encontraram nas células sexuais do “Pam-
phagos marmoratus' verdadeiras condensagdes mito-
condriais que chamaram de “agrupamentos mitocon-
driais.”

O condrioma pode-se apresentar, segundo a es-
pecie animal € no mesmo tipo célular, seja sob a for-
ma de mitocdndrios, de condriocontos ou condriomitos
ou, ainda, conforme alguns autores, podem assumir 0s
condriosomas o aspeto reticular.

Estas disposicoes sao suscetiveis de mutacgoes
que estio em relagdo com a idade e funcdo da célula,

PENSA constatou que todas as variedades de
condriosomas estdo representadas nas células da carti-
lagem hialina.

DEBEYRE verificou também que 0s condrioso-
mas se apresentam algumas Vvezes com aspeto idénti-
co no mesmo Orgdo; assim como no caso das células
das glandulas salivares do rato, do asno e do homem
cujo condrioma ¢é representado por condriocontos e nas
glandulas salivares do coelho com o tipo de mitocdn-

drios.
Como vemos, a distribui¢do dos condriosomas
nas células é variavel,

e ey AL Ly
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A éste respeito devemos observd-lo tomando
em consideracio o tipo da célula cuja polaridade seja
fixa ou néo,

As células quanto a polaridade se dividem em
trés Lipos.

I tipo — Células de polaridade fixa (células secreto-
ras das glandulas salivares, pancreas, tubos
contornados do rim etc.)

II tipo — Células de dupla polaridade (células intes-
tinais)

III tipo — Células sem polaridade definida (célula he-
patica )

No primeiro tipo -- Células de polaridade fixa
— o condrioma se localiza no polo basal da célula,
longe portanto do polo apical ou polo de excrecio.

No segundo tipo — Células de dupla polarida-
de — reparte-se o condrioma nas duas porcoes: basal
e apical. o~
No terceiro tipo — Células sem polaridade de-
finida — vé-se o condrioma uniformemente distribuido
em toda a drea citoplismica.

Em outras células o condrioma é perinuclear e
0S cundriﬁas se distribuem radicalmente em relacio

ao centro celular,
Vezes ha em que o condrioma nio apresenta

posi¢do estdvel, assim por exemplo, nas células vivas,
0s condriosomas ndo sdo fixos e podem-se movimen-
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tar em relacdo aos diferentes estados funcionais, como
no curso dos fenomenos de vitelogénese no seio do
ovocito.

Quanto as dimensoes, 08 condriosomas siao mais
ou menos uniformes; 08 mitocondrios medem aproxi-
madamente de 0,5 a | micron de diametro e os con-
driocontos de 1 a 3 micra de comprimento,

COWDRY e LECOMTE DU NOUY consegui.
ram avaliar a superiicie total do condrioma em quinze
vezes maior do que a do nicleo, servindo-se para tal
fim das cifras obtidas em relacdo ao comprimento, dia
metro, volume e superficie de cada elemento isolada-
mente,

0O condrioma é séde de translormacgdes quer no
transcurso de alteracdes patologicas como nas provo-
cadas experimentalmente.

O aparélho mitocondrial sofre, em tais casos,
modificacies que se podem sintetizar em quatro fases

sucessivas :

[ fase — Fragmentagao dos filamentos em granulos.

[l fase — Dispersao ou, ac contrario, aglutinagao dos
granulos.

III fase — Transformacgédo dos granulos em esféras, va-
cuplares.

IV fase — Aumento da colorabilidade pelo dcido 6smi-
co, o que esta em relagdo com 0 aumento
de sua carga em acido gorduroso. (oléico).
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Nas preparacioes a fresco percebe-se igualmen-

te as alterages sofridas pelos condriosomas, bastando
para isso, como no caso do condrioma hepatico, que a
observacdo seja feita de 5 a 20 minutos apdés a morte

do animal, operando-se desta forma a chamada vesicu-
lacdo do condrioma (Roberto Noél, Fauré - Femiet).

O= mitocdndrios e os condricontos se apresen-
tam respectivamente sob a forma de vesiculas arredon-
dadas ou fusiformes,.

[ste aspeto vesicular constitui realmente alte-
racoes do aparélho mitocondrial e parece servir de in-
dice das primeiras manifestacies sofridas pela autdlise
celular.

Tais modificagbes podem-se reproduzir quando
se substitui, durante a observacio do citoplasma vivo,
o soro de Locke por dgua distilada.

Os meios hipotdonicos imprimem ao condrioma
modificacoes idénticas as descritas acima.

A éste respeito FAURE FREMIET, CIACCIO,
LEWIS, COWDRY, LEWITSKY, BANG, SJOVALL,
GUILLERMOND e outros verificaram que as solucies
hipoténicas provocam alteracdes imediatas cujo térmi.
no é a morte da célula.

Destas alteragées as mais evidentes sfdo aque-
las que se efetuam no seio dos condriosomas que a
principio se entumescem, aumentando de volume, mos-
trando entdo, em sua parte central, uma regiio mais
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clara, hialina, enquanto que a patte periférica conser
va aspeto e densidade normais.

Em seguida esta turgescéncia se acentia mais
e os condriosomas se transformam em vesiculas.

POLICARD,LEWYSe COWDRY demonstraram
que o fendmeno da vesiculacdo dos elementos do con-
drioma pode igualmenie se efetuar por simples mudan
ca de temperatura.

PENSA constatou profundas alieracoes na forma,
dimensdes e numero dos condriosomas no decurso do
processo fisiologico de ossificacao.

O condriora é enconfrado em todas as células
do organismo, mas nein tddas o tem em igual quanti-
dade, assim, € quasi nulo ou chega mesmo a falta-
nos elementos degradados como as hematias ou na
gueles cuja atividade fisiologica ¢ muito reduzida.

Em grande pamero de células (células glandu
lares), verifica se um verdadeiro estado de equilibric
entre a quantidade de condrioma e a dos produtos de
elaboracdo celular.

Assim, nas células cvja fungio proeminente S€
ja a de secretar, observa-se que, quanio maior se LoI
na o armazenamento de substancias elaboradas, tant
menor se apresenta 0 condrioma € geralmente coloca
do em situacio oposia a estas.

O condrioma existe, pois, na célula, sempre N

razio inversa dos produtos elaborados.
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A éste respeito, podemos citar a cldssica expe-
ritnciz de Altmann, realizada nas células glandulareé;
da parotida que encerram inclusdes especiais, grios
de secrecio na porciao apical e mais ou menos ricas

em condriocontoes na porcio basal,
Para reproduzi la, procede-se do seguinte modo:

intoxica-se um animal de laboratério pela pilocarpina e
espera se alguns minutos, ao fim dos quais, sacrifica-se
o animal e se faz, o mais rapidamente possivel, a ob-

servacdo microscopica das referidas células.
ALTMANN estudou como se processa a rege-

neragao do aparélho mitocondrial, tendo como base as
varias atitudes celulares representadas ora, pelo au-
mento dos graos de secreciao ora, pelo aumento ou di-

minui¢do do condrioma em relacio avs mesmos.
Nestas condi¢ées as células mostravam umas,

excretando os referidos grios, enquanto que o aparélho
mitocondrial se apresentava reduzido e outras, a ;ﬁarte
de produtos elaborades diminuida, enquanto que o con-
drioma assumia o aspeto de atividade representada pe-
los condriocontos que de inicio aumentam de volume
para, em seguida, surgirem grios localizados em suas
extremidades, :

Tao logo &stes grios se libertam dos filamen-
tos, aumentando em nimero, para imediatamente, os
condiocontos voltarem ao estado primitivo e diminui-
rem em uamero, dando a impressio de que éstes nada
mais representam do que produtos por éles elaborados,
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Néste sentido foram descritas em muitas célu-
las formacoes de granulos, ou de diversas outras subs-
tdncias, cuju Origem parece depender do condrioma de
maneira direta ou de forma indireta da atmosfera cito-
plasmatica que o cerca, mas sempre se efetuando por
Processos cujo mecanismo intimo se assemelham 2a0s
observados por Altmann em sua experiéncia.

O fato do condrioma Se apresentar sob varias
formas numa mesma célula, levou os histologista €
biologistas a verilicarem qual dos aspelos morfologicos
apresentados pelos seus elementos seria o inicial.

Orientado por éste espirito, PRENANT lancou-se

. em pesqmsas, tendo como ponto de reparo o aspeto

%‘mhﬂolﬁglép do condrioma nas células em repouso €
f'}bm franca_atividade fisiologica.

"'\ ' Apés uma série de exames praticados confor-

LY !

_‘-*l"t.a..me o critério acima exposto, chegou ésse cientista as
'I"Lh_..

77 “geguintes conclusdes:

1 — O condrioconto parece representar. a forma
inicial do condrioma, fato constatade em um
grande numero de células em estado de re-
pouso;

II — O condriomito sucede imediatamente a forma
anterior;

III — O mitocondrio se origina por dissociacao dos
graos que constituem o condriomito, verifica-
¢io esta procedida em células em atividade,
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ARV
Pelos estudos do professor PRENANT, deduz g¢

a existéncia de um ciclo de mutagies entre os elemen:
tos do condrioma; no entanto, na opinido abalisada derr;. -

histologo PENSA, constata-se que o mesmo nio cré
nestas transformacdes, dizendo que nunca observou
passagens de um tipo morfologico em outro.

O referido pesquisador nega, igualmente, a trans-
formacio dos condriosomas em produtos de elaboracio,
como sejam: graos de secrecdo, de zimogéneo etc,

Dizem ainda os autores que o ndamero de con-
driosomas, existentes nas células ou em cada célula em
particular e pertencentes ao mesmo orgido e 4 mesma
espécie animal, ndo é lixo, tanto que é suscetivel de
variagoes na mesma célula, no mesmo OTgao € no mes-
mo animal,

Concluem dizendo que a quantidade déstes ele-
mentos depende das atitudes lisiolégicas assumidas pe-
lo citoplasma, tendendo para aumento ou diminuicio
conforme ji dissemos anteriormente.

CONSTITUICAO QUIMICA E CARACTERES
FISICO QUIMICOS DO CONDRIOMA

REGAUD, FAURE-FREMIET, MAYER, SCHAEF-
FER, RATHERY, POLICARD e outros admitem que o
condrioma seja constituido por fosidtidas (combinagies
da glicerina, com #cidos graxos, dcido fosiérico e uma
base organica, frequentemente a colina), com peque-
nas quantidades de preteinas.
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Considera-se, desta forma, o condrioma como
um complexo lipo-proteico, altamente rico em lipidios.

Estas conclusdes foram o fruto de investigacdes
de ordem fisico-quimicas dirigidas aos elementos do con-
drioma por meios de reativos comuns as substancias
graxas e proteicas.

Os condriosamas sio evidenciados in vivo por
apresentarem indice de refra¢ao ligeiramente superior
ao do citoplasma em geral, assim como em relaciio a
viscosidade.

Estas duas propriedades caracteristicas do con-
drioma sédo devidas & sua constituicao de coldide 1ui-
to mais viscoso do que a parte fundamental do cito-
plasma, que, entretanto, tem muitas vezes carater de
hidrosol enquanto que os condriosomas sdo sempre hai-
drogeis muito Viscoso0s.

Nestas condicdes, os componentes do aparélho
mitocondrial apresentam forma propria e constante que,
com a luz transmitida, se evidenciam pela maior refrin-
géncia do que a do meio em que estdo em suspensao, do
qual se destacam como particulas luminosas no cam-
po escuro, fenomeno de Tyndall, proprio a todas as
solucdes coloidais cujo indice de refragdo nio seja mui-
to préoximo ao do meio intermicelar, (ultramicroscépio
e fundo negro por condensadores parabolbides ou tipo
cardioide).

Da viscosidade do condrioma depende precisa
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mente a consideravel consisténcia que o citoplasma
possui quando contém grande nimero de condrioso-
mas, apezar de ser sua porgao anista muito fluida;
exemplo desta relacdo nos oferece os ovocitos de am
fibios e repiis (Levi).

Coram-se por processos vitais de modo lento,
dificil e exclusivamente por alguns corantes, de pre-
feréncia e de maneira quase que 'especiiica pelo verde
Janus, negro Janus, azul Janus, violeta déilia, azul
pirrol e azul tripan, sendo que, na opinido de Levi, és-
tes dois ultimos corantes podem alterar a morfologia
dos condriosomas o que, no entanto, ndo verificdmos
emm Nossas pesquisas,

Nio reduzem o dcido dsmico que, no entanto,
os fixa bem. Tingemse de amarelo pelo Lugol, sem
apresentarem alteracdes morlologicas, fato éste que deu
margem a que SCHIFF, em seus estudos sobre o pro-
toplasma celular, denominasse de amido animal a de-
terminados granulos que, em sua época, nao eram co-
nhecidos e que, provavelmente, poderiam ser alguns
dos componentes do condrioma.,

Sao muites sensiveis, como ja vimos, as influén-
cias osmoticas e em meio hipoténico entumescem-se,
transformando-se em vesiculas: fendmeno da vesicula-
cdo descrito por Fauré.Fremiet e Roberto Noél

LEVI diz que a quantidade d’dgua combinada
aos condriomas nao ¢ suscetivel de variagoes, por
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grande que seja a embebigao celular, a transparéncia
dos condriosomas ndo aumenta e ndo se modificam
nem mesmo nas células cultivadas em plasma hipotd-
nico, mas em compensacao, segundo Guillermond, sao
sensiveis as variacdes da pressao osmotica.

Ressalta, desta forma, a necessidade imperiosa
das mutacoes osmoticas, para que se verifique atrans:
formacao vesicular dos elementos do condrioma.

Os fitadores como alcool, éter, 4cido acético etc.
assim como os dissolventes das graxas: xilol, toluol,ben-
zol. cloroférmio, etc. os destréem.

Fixam-se e se conservam bem sdomente nas so-
lu¢des aquosas de sublimade corrosivo e de acido pi-
crico e principalmente pelos métodos ditos mitocon-
driais que tém como base as misturas fixadoras cromo-
férricas e cromo-6smicas.

Esta afinidade pelas misturas recém citadas vem
demonstrar o quanto os condriosomas $ao ricos em li-
pidios pois, éstes em presenca de oxidantes, como os
sais de cromo e o tetréxido de ésmio, conierem aos
referidos elementos a propriedade de se fixarem, con:
servando inalterada a forma e de resistirem ao trata-
mento ulterior pelos seus dissolventes e de nao perde-
rem igualmente a propriedade de absorver as substan-
cias corantes.

Fixadas por éstes processos, coram-se cCom niti-
dez pela hematoxilina férrica (método de HEIDENHAIN,




' de REGAUD, etc.), pelo cristal violeta (método de BEN-
DA) e pela fucsina dcida anilinada (método de ALT-
MANN).

Os elementos do condrioma deixam se impreg-
nar pelos sais metalicos principalmente pelos- de prata
(método de ACHUCARRO, de DEL RIO HORTEGA
e variantes). '

O frio e o calor conduzem os condriosomas a
alteracées profundas (MAYER, SCHAEFFER, RATHE-
RY, POLICARD e COWDRY)

Oportuno torna-se esclarecer que a congelacao,
acarretando floculagdo violenta do citoplasma, destréi
por completo os condriosomas; isto se verifica em téc-
nica quando se opera os cortes por congelagio sem
que tenham previamente as pecas sido fixadas por um
fixador quimico.

Lembre-se aqui que, além dos lixadores ja men-
cionados pode-se usar o formol isoténico com sucesso.

O caso do aparélho mitocondrial nao reduzir o
acido 6smico demonstra sua caréncia em oleina, lipidio
nao saturado e portador de liga dupla.

GIROUD e LEBLOND dizem que o fato dos
condriosomas reduzirem os sais metalicos parece indi-
car a existéncia do 4cido ascérbico. vitamina de capi-
tal importancia nos processos de oxidagdo e reducao.

Segundo MARINESCO, existe relacdo entre o
condrioma e as oxidases,
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WATRIN identificou a presenca de oxidases
no condrioma dos plexos coroides.

PRENANT constatou a presenca de pergxidases

no condrioma de diversas espécies celulares.

Também o glatutiio foi encontrado por JOYET-
LAVERGNE nos elementos do condrioma, o que ¢
constestado por PARAT.

_ Se real a presenca déste tripeptidio, estaria ex-
plicado a sua interferéncia no fendmeno da respiragao

celular ¢ sua acdo como ativador de enzimas.

LEVI considera o condrioma como 0 €ompo-
nente menos disperso dum sistema coloidal complexo,
fundamentalmente constituido por uma fase de maior
dispersdo, o hialoplasma, ¢ uma de menor, os condrio-
somas, Diz ainda que entre ambas as fases se produ-
zem trocas de substancias, como 14 foi cemprovado em
células cultivadas im wvitro, observando-se dissolugao
de alguns condriosomas ¢, ao contrario, formacgio de
outros nNOVos no seio do hialoplasma. Constituiria, pois,

o condrioma um perfeito sistema coloidal reversivel.

Da intercorrelacdo condrioma e a porgao anis-
ta do citoplasma e do grau de resisténcia dos condrio-
somas nas diferentes células, falam as experiéncias de
PETERFI, OLIVO e CHAMBERS.

Péterfi e Olivo observaram gque, guando se pra-
tica uma leve puncdoem uma célula cultivada in vilro

mediante a agulha do micromanipulador, na regido le-
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sada, sobrevém uma modificagdo nos caracteres da
porcde anista do citoplasma e dos condriosomas. Esta
modificacdo se verilica simultaneamente nas duas por-
coes, 0 que ndo sucederia se éstes dois componentes
citoplasmdticos fdssem independentes entre si, Déste
modo houve rutura do equilibrio do sistema coloidal
porém soémente em uma regido limitada do citoplasma-

ma.

Os condriosomas tomam aparéncia granular e
os granulos de graxa e lipoides apresentam com Ire-
quéncia movimentos brownianos, enquanto que a por¢io
anista se torna mais refringente do que nas regides
contiguas, surgindo ainda esférulas hialinas, muito trans
parentes e cuja presenca indica que no coléide homo-
géneo se produziu uma separacdo de fases. Ao cabo
de alguns mioutos, todos ésses sinais de alteracio de-
saparecem chegando ao ponto das células ndo se dile.
renciarem em nada das que as cercam, tendo portanto
o sistema coloidal recuperado completamente o primi-
tivo estado de equilibrio.

CHAMBERS constatou que, ao contririo, o
condrioma dos espermatocitos sio mais resistentes. Se-
gundo as suas investiga¢oes, isolando-se um esperma-
tocito em divisdo mediante uma finissima agulha de
vidro, os condriosomas se agrupam em massa gelati-
nosa, conservando, porém, por algum tempo, sua indi-
vidualidade morfolégica. Destruindo-se uma célula filha
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no transcurso da telofase mitotica, verilica-se Qque, da
célula que permanece integra, pende um grupo de fila-
mentos constituido por condriocontos, 08 twaié, du-
rante a telolase, estavam aderentes ao fuso. Esta di-
versidade de comportamento do condrioma em relagao
ao trauma, ¢ verdadeiramente devida a sua consistén-

cia, que nao deve Ser igual em todas as células (Levi).
CHAMPY acha que a disposi¢io dos condriocon,

tos e sua tendéncia a se entumescerein nas extremida=
des em forma de bola e de se libertarem, lembra de
maneira flagrante a forma € a mutabilidade de alguns

cristais fluentes.
Compara, assim, 0 condrioma ao resto do cito-

plasma cuja constituicdo lipopoteica o diferencia do mes-

mn-,f!_iurmandu destarte do ponto de vista coloidal fase

% _ distinta, donde resulta a forma alongada dos condrio-

.contos provavelmente oriundos do agrupamento de

. -grandes moleculas.
PENSA, LEVI ¢ LOWSHIN interpretam o con-

drioma como produto de gelificacdo das substancias co-
loidais constitutivas do citoplasma, semelhantes as for-
mas mielinicas de Quinke que se formam igualmente

in vitro nas substancias coloidais.
Documenta PENSA a sua opinido com estudos

realizados em células vegetais, cuja observagao micros=
copica permite ver, no seio da substancia pigmentada,
imagens semelhantes aos condriosomas, que nada mais

siao do que a anfocianing. (Petala de rosa)
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A gelificagao que da lugar a esta imagé';;?
antocianina surge, provavelmente, como fato exponta-
neo em relacdo as variagoes das condigoes lisico qui-
micas da célula.

A semelhanca das imagens com o5 condrioso-
mas é tal, que levou PENSA a juigd-los como sendo
também produtos de gelificacdo do protoplasma celular.

O referido autor acrescenta, a mais, que as rea-
coes quimicas e as conlinuas e alternativas passagens
do estado de “sol* ao de “gel”, e as varia¢ies de den-
sidade das partes gelificadas caracterizam as diversas

formas com que se apresentam os condriosomas.
LEVI conclue que, para a vida e funcao nor-

mal das células, é necessdrio a presenca em seus cito-
plasmas de certa quantidade de coloide gelilicado em

forma de condriosomas contendo lipidios fosforados.
Em resumo, a constituigao lipoproteica do con-

drioma apresenta propriedades fisico-quimicas particu-
lares que o distingue dos demais elementos celulares

e que se podem condensar nos itens abaixo:
I — Possue refringéncia maior que a do citoplas-

ma no qual se acha mergulhado, fator que
permite sua pesquisa em certas células vivas,
o que demonstra ndo ser o aparélho mitocon-
drial um artificio.

Il — Os condriosomas se deixam corar pelos mé-
todos ditos vitais ou supravitais de tal sorte
que se podem evidencid-los no estado vivo,
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III -~ O condrioma nio reduz o 4cido osmico, que
no entanto o fixa bem.

IV — O aparélho mitocondrial s6 se fixa e se cora
bem mediante o emprego de métodos espe.
ciais ou digamos especificos para os seus
elementos (Altmann, Benda, Regaud e va-
riantes),

FUNCAO DO CONDRIOMA

E' no estudo da fisiologia do condrioma, que
encontramos uma verdadeira pléiade de cientistas es-
forcados em desvendar as principais funcies déste apa-
relho, cuja significacdo histolisiologica, ainda nio esta
bem esclarecida, mas que, no entanto, torna-se a cada
instante imprescindivel na estrutura e vida celular, tal
a sua importancia nos momentos mais intimos da bio-
logia da célula.

Desde ALTMANN vem a funcdo do condrioma
preocupando o¢ investigadores, motivo que deu origem
a varias concepedes, hipéteses e conclusdes, nio se
chegando, contude, ainda, pelas pesquisas atuais, a uma
afirmacdo definitiva sobre o impottante papel, que se
percebe haver, do aparelho mitocondrial, na fisiologia
celular,

Dos estudos realizados conclue-se que, em ver-
dade, o condrioma exerce papel de reéleviancia no me-
tabolismo da célula e nas elaboracdes citoplasmaticas,
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funcdes basicas e, que sdo, em parte, documentadas
_por experiéncias e observaces oriundas do campo ex-
perimental e, por outro lado, resultantes de pesquisas
igualmente experimentais e cuja sistematisacio nos

convencem dos seus resultados.
Encontramos destarte divergéncias de opinides

entre os varios bidlogos que se dedicaram aos seu estudo.
Para uns, os condriomas se transformam subs

tincialmente em produtos de secreciio; para outros, o
condrioma exerce influéncia, por simples acdo de pre-
senca, como um catalisador; vemos outros que lhe atri-
bue papel de destaque na edificacio de algumas dife~
rencia¢oes célulares, tais como as fibras colagenas,
elasticas e reticulares, fibras neurdglicas, miofibrilas,
tonolibrilas, neurofibrilas, etc. MEVES acha que o apa-
relho mitocondrial serve de base a4 heranca protoplas:
mica; para COWDRY o condrioma intervém de forma

mais ou menos direta naelaboracio de numerosas subs-
tancias e, em 1918, publicou uma lista de 80 destas

substancias; para REGAUD os mitocéndrios seleciona-
riam substancias do citoplasma, condensando e trans-
formando-as, KINGSBURY em 1912 lhes confere papel
de participantes ativos da funcio respiratoria da célu-
la. Em 1914 MAYER, RATHERY e SCHAEFFER sus-
tentaram a mesma opinido baseados em que as fosfa-
tidas, com acidos graxas nio saturados e grupos etili-
dénicos, estdo perfeitamente adaptados a funcdo dxido,
redutora respiratéria. A &ste respeito diz BOUIN que-
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encarando se desta forma o papel do condrioma, coni-
preende-se sua presen¢a em todas as células, sua abun-
dancia nos elementos de grande atividade funcional e

sua estrutura proteolipoidica.
(Quanto a hipotese do condrioma se transformar

substancialmente em produtos de secrecdo, a defendem
autores como SCHULTZE, HOVEN, CHAVES, MO-
RELLI, e DEBEYRE, achando-se que os condriosomas
fixam previamente materiais escolhidos por éles no meio
interior do organismo ({ecletosomas), depois transfor-
mam-os em plasfo (substancia plastica) que, por sua
vez, dao origem a graos de secrecao. Desta tmlnltaim1
os condriomas aumentam inicialmente de volume dei

xando, ao cabo de algum tempo, transparecer granu-
lagoes graxas que se evidenciam tratando-se os cortes

pelo vermelho neutro e verde Janus. O primeiro dés-
tes corantes tinge o centro do elemento, de vermelho
e, a perileria, corada pelo segundo, se mostra como
uma casca de cdr verde. Este corte termina por se di-
lacerar deixando, como residuo, delicadas granulagdes

punctiformes disseminadas em uma drea mais ou me-
nos extensa do citoplasma.

LAGUESSE admite que, nas células pancreaticas
do vertebrados inferiores, a reconstrucdo do condrioma
se efetua na dependéncia do paranicleo (Nebenkern)
que é de origem nuclear, ou diretamente na dependén-
cia do nucleo nos elementos desprovidos de parani-
cleo, como nos mamiferos.
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REGAUD, NAGEOTTE, ATHIAS, NOEL e DU-
BREUIL sao de opiniao de que o condrioma funciona
como catalisador, isto é, selecionando as substancias para
as células e operando sinteses que dao origem a produ-
tos de elaboragao. Por éste conceito, o condrioma per-
siste no citoplasma apds a exclecao ou utilizacio in situ
do referido material.

Esta interpretacao foi constatada, de maneira elo-
qiiente, em relacao as pesquisas executadas nas células
vegetais. Entre elas, destacam-se as de GUILLERMOND
e de seus alunos dirigidas tao somente pela perseveran-
¢a déste grande biologista no estudo desta mintscula
organizacao celular.

Anteriormente ao estudo do condrioma animal, os
boténicos assinalaram nas células vegetais a presenca
de graos volumosos na dependéncia dos quais se elabo-
ravam algumas inclusées, como o amido, a clorofila e os
pigmentos.

Apareceram entao os leucitos de Van TIEGHEM,
e os plastos de SCHIMPER em 1880.

As pesquisas de MEVES, DUESBERG, HOVEN,
LEWITSKY, COWDRY e GUILLERMOND mostraram
que os plastos derivam de pequenos elementos semelhan-
tes aos mitocondrios das células animais e, principal-
mente, as investigacoes de GUILLERMOND e de seus
alunos MANGENOT e EMBERGER, provaram que é,

igualmente, na visinhanca imediata ou no seio dos mito-
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céndrios e dos condriocontos, que se elaboram e se con-

densam os graos de amido e as inclusdes pigmentares,
Ficou igualmente constatado que sao os mitocdndrios
que se transformam nestes volumosos plastos, designa-
dos por SCHIMPER e A. MAYER de cloroplastos ou
cloroplastidios, nos quais se fixa a clorofila, tornando-se,
déste modo, os agentes da fotosintese.

Verificaram, outrossim, que éstes plastos persistem
no citoplasma apts mesmo a reabsorcao do amido ou da
clorofila.

Segundo a concepcao de MEVES, os condriosomas,
elementos permanentes da célula, sdo capazes de se re-
produzirem por divisio e de se transmitirem, de forma
continua, do 6vo fecundado a todos os elementos celula-
res do embriao, representando, destarte, papel prepon-
derante em Genética.

O advento desta concepcao foi o fruto de investiga-
coes dirigidas por MEVES no estudo dos espermatocitos
de um molusco — Paludina Vivipara.

Durante as mitoses que precedem a formacdo do
zoosperma (espermatidas), os condriosemas se dispoem
em figuras que se assemelham as dos cromosomas e que
revelam que a natureza, ao repartir tais grénulos nas
células filhas, procedem com a mesma perfeicio que ao
distribuir nos nucleos filhos os filamentos cromaticos.

Assim se expressa RAMON CAJAL sbbre os estu-
dos de MEVES nas células seminais da Paludina Vivi-

A AT T T
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para. Nos espermatocitos déste molusco, observou ME-
VES que, nas diversas fases da cariocinese os mitocon-
drios de inicio se dispdem em grénulos em térno da es-
fera atrativa, formam depois cadeias de aneis que, dis-
postos durante a metafase, em uma espécie de estréla
mae, complementar a de cromatina, dividem-se trans-
versalmente nos estados ulteriores para restabelecer no-
vamente um grupo de anéis pericentrosomaticos.

Nas fases posteriores os mitocndrios, antes disper-
sos no protoplasma, se conceniram e constituem um ver-
dadeiro envolucro em tbrno da peca intermediaria do
espermatozoide.

A esta observacio, acrescente-se, as de BENDA e
WALDEYER nas espermatidas de alguns animais, em
que verificaram igualmente que os mitocéndrios, antes
dispersos no corpo celular, nesta fase, se fundem em co-
lénias para constituirem o filamento espiral. |

Déste modo, em térno da peca intermediaria do es-
permatozdide, verifica-se a presenca de uma substincia
especial, disposta em forma de manguito e coravel pela
hematoxilina férrica, cujo contérno oferece aspeto gra-
nuloso caracteristico.

O fato demonstrado por MEVES de que os condrio-
somas do zoosperma e do 6vulo participam na fecunda-
¢ao, repartindo-se no embriao pelo protoplasma de todos
os elementos, empresta, ao aparélho mitocondrial uma

dignidade fisiologica muito superior a das inclusbes co-
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muns das células e, principalmente, a hipotese sugerida
por éste cientista de que o referido aparélho intervém
na hereditariedade em igual ou maior percentagem do

gue a cromatina nuclear.

Os mitocondrios estudados in vivo em algumas cé-
lulas glandulares e ainda noutras cultivadas in witro,
nao permitiram a observacio de que fossem elementos
ativos na edificagao de granulos secretores, conforme
testemunham COWDRY, LEVI, MICHAELIS, PARAT,
PAINLEVE e LEWIS. |

Quanto ao papel elaborador do condrioma, nao con-
cordam MAYER, SCHAEFFER e RATHERY porque
acham dificil de dissociar, em sua estrutura, o ntecleo
protidico capaz de satisfazer as sinteses exigidas para
tal fim.

Acrescente-se aqui a opiniao de BENDA, que consi-
dera que as figuras de transicao, descritas entre os con-
driosomas e as granulagdes secretoras, nao sio mais do
que artefactos originados pelos reativos fixadores, ou
imagens devidas a emprégo de métodos tintoriais nao
espeéificos, e conclue achando que o aparélho mitocon-
rial intervém na funcao de contratilidade protoplasmica.

Para muitos autores, o condrioma representa, na
célula, um verdadeiro agente transformador dos enzi-
mas; pensam outros que ésses elementos atuam pela sua

superficie (camada monomolecular), onde seriam con- .
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densados 0S 4eidos aminados, o glutatido e os enzimas
proteoliticos.

O que de fato se nota pelas experiéncias realizadas,
é que 0 condrioma representa um papel importante no
metabolismo, podendo-se assim considera-lo como um
clemento fundamental entre aqueles que participam das
operacoes quimicas intracelulares.

Em relacio a doutrina de MEVES, DUESBERG,
ete., segundo a qual os mitocéndrios dos corptsculos do
embriio representariam os germes do reticulo especifi-
co dos elementos nobres, tais como as neurofibrilas, as
miofibrilas etc., podemos declarar que nao foi aceita pela
maioria dos autores, mas, no entanto, os mesmos nao
apresentam documentacéo satisfatoria e contraria a esta
doutrina.

Sobre éste assunto temos em mao o interessante tra-
balho de J. SZEPSENWOL, chefe dos trabalhos do la-
boratério de Anatomia da Universidade de Genebra,
intitulado “Le r6le morphogénétique du chondriome” e
publicado no “Bulletin d’Histologie”, tomo XI, n.? 8 de
1934, pag. 302, em que trata, de forma magistral, das

relacbes existentes entre condrioma e edificagoes fibri-
lares. Diz éste autor que, apesar dos numerosos tra-

balhos realizados s6bre o condrioma, atualmente, pouco
se sabe sébre o papel morfogenético do mesmo. Relata

que, antes da descoberta do aparélho mitocondrial por

BENDA, varios autores haviam descoberto, em diversas
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células do organismo, corpiisculos que se apresentavam
sObme a forma de granulacdes ou de bastonetes e lhes ti-
nham atribuido um papel principal na edificagao da
substincia fibrilar, Enire ésses investigadores sao cita-
dos os nomes de REINKE (1894), FLEMMING (1897),
GOLOWINSKI (1907), GODLEWSKI (1902), MOL-
DOWSKA (1908), que assinalaram nos fibrolastos a
existéneia de pequenos 6rgaos que constituiam, segundo
éles, os elementos precursores dos filamentos colagenos,
enguanto que os dois uGltimos encontraram elementos
analogos, estudando a formacao das miofibrilas nas cé-
lulas musculares, fato igualmente constatado por BEN-
DA, em 1899. Foi, no entanto, MEVES (1207-1910) o
primeiro que enunciou de maneira categorica que as
mitoedndrias representavam papel importante na edifi-
cacao do sistema fibrilar. Assim, as granulacoes ou bas-
tonetes, forma sdbre as quais os condriosomas se apre-
sentam, representam, segundo &ste autor, elementos
precursores das miofibrilas, neurofibrilas, fibras colé-
genas, ete. afirmando ainda que estas resultam da fusio
dos condriosomas e, principalmente, dos condiocontos
que se unem pelas extremidades, sendo que desta fusao
resulta uma formagao quimica secundaria.

Condrioma e fibras colagenas — Recapitula, entao, o
autor que as fibrilas pre-colagenas de GOLOWINSKI se
coram como os condriccontos e as experiéneias pratica-

das no tendao da pata de um embriao de galinha pelos
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 qutores alemaes, mostrou que os condriocontos sofrem
transformagaes importantes. Alojados, a principio, no
centro da célula, ao redor do nticleo, emigram em Sse-
guida, para a periferia, numa zona chamada “épicelular”
para depois se alongarem, aumentarem de didmetro e
mudarem de constituicio quimica, de tal sorte que, ao
lado dos bastonetes escuros (corados pela hematoxilina
¢4rrica), aparecem filamentos (tintos em velmelho pela
fucsina) que constituem os primeiros elementos do teci-
do colageno.

Néste movimento de formacao das fibrilas, verifiea-
ge que, apds a soldadura das extremidades dos condrio-
contos, elas se destacam rapidamente da superficie do
citoplasma, tornando-se intercelulares. De todas estas
mutacoes, a Unica assinalada por MEVES, é a da emi-
gracao epicelular dos condriosomas, enquanto que &
transformacio quimica e a fusdo mitua néo sdo senao
frutos da imaginacio désse autor. A teoria de MEVES
& defendida por ROMEIS (1913), SERAFINO d’ANTO-
NA (1914) e FREDERIKSE ( 1917) que nada acrescen-
tam de novo aos fatos cbservados por MEVES.. Em
1913 DUBREUIL estuda o condrioma das células con-
juntivas jovens; nao verifica a transformacho destas em
fibrilas, mas, nos territérios em que a atividade secre-
tora é mais intensa (células ragiocrinas), constatou gue
os elementos mitocrondriais aumentam consideravelmens-

te, o que lThe permitiu deduzir que as fibrilas conjunti-
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vas tém origem na substdncia intersticial, recebendo
apenas dos condriosomas as substincias indispensaveis
a sua elaboracgao.

LEVI, MARGARET READ LEWIS e LAGUESSE ;
contestam igualmente a doutrina de MEVES, achando i
que as fibras colagenas nao se originam nunca dos con-
driocontos e sim, talvez, de formacoes pré-existentes no
meio intersticial ou do exoplasma fatos resultantes da

 observacao de cultura de tecidos.

Condrioma e miofibrilas. — Concordando com os
trabalhos de MEVES, na transformacao direta e integral
dos condriocontos em miofibrilas, DUESBERG, em 1909,
estudou a diferenciacao mioblastica em embrioes de ma-
miferos, encontrando os condriocontos sob a forma de fi-
Jamentos mais ou menos curtos, isolados a principio,

— ‘&];upgandmse rapidamente a medida e & proporcdo do

A cr@amentﬂ do mioblasto e dando origem a fibrila mus-

culafhamogenea que nao tarda a apresentar aspeto mo-
T*e-wmhfcrme para, em seguida, assumir o espeto de fibrila
m"‘-:: 'muscular estnada resultante da fusao dos condriosomas.
. LEPLAT (1911), LUNA (1913) e NAVILLE (1922)
aceitam e concordam com a doutrina de MEVES e com
os estudos de DUESBERG. HOSSELET em 1928 apos
estudos realizados sébre a diferenciacao dos musculos
na ninfa do Culex annulatus concluiu que os condrio-
contos se transformam em discos escuros. Em 1912

LEVI, observando o comportamento do condrioma na
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elaboracao das miofribilas, verificou que, em realiﬂade,
aste aparélho intervém de certo modo, na edificacao mio-
fibrilar mas, no entanto, nao aceita a teoria de MEVES.

GAUDISSART, em 1919, discorda, apds estudos rea-
lizados sobre a diferenciacdo mioblastica na galinha, da
transformacao direta dos condriocontos em fibrilas mus-
culares.

Condrioma e neurofibriles — Poucos autores tém
se preocupado com o estudo das relagoes entre condrio-
ma e neurofibrila e, entre ésses, se distingue HOVEN
que, em 1910, constatou que, nas células nervosas de um
embriao de galinha de menos de 72 horas, os condrio-
contos se acham repartidos sem ordem ao redor do nu-
cleo, enquanto que, em embrioces de mais de 72 horas
de incubacao, algumas células nervosas piroférmes ou
unipolares, apresentam deslocamento do aparélho mito-
condrial em direcao aos seus prolongamentos e, nesta
fase, conseguiu, por meio dos sais de prata, surpreender
a existéneia de neurofibrilas. Estudando comparativa-
mente as suas preparacoes coradas pelo método de BEN-
DA com as pelo método de CAJAL, impregnacao pelo
nitrato de prata, verificou HOVEN que os condriosomas
se apresentam, quanto & forma e orientacao, de modo
analogo as neurofibrilas. Em fase mais adeantada cons-
tatou éste autor que o nimero dos condriosomas dimi-
nuia na razao inversa do aparecimento das neurofibrilas,

sendo, entao, o aparélho mitocondrial representado na
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célula adulta, apenas por pequenas granulacoes ou fila-

mentos curtos, dispostos ao redor do nicleo.

Conclie HOVEN, baseado em seus dados experi-
mentais, que o condrioma representa, na célula nervosa,
o estado primitivo indiferenciado das neurofibrilas. Des-
ta forma, apdia HOVEN, de maneira integral, a concep-
¢cio de MEVES. ' :

Apos estas consideragoes, SZEPSENWOL apresenta
o resultado de suas pesquisas pessoais que foram reali-
zadas em aves e batraquios e cujas técnicas adotadas fo-
ram as de impregnacéo pelo nitrato de prata, segundo o
método de BIELSCHOWSKY, fixacao das pecas no li-
quido de BENOIT e coloragao das mesmas pela hema-
toxilina férrica de REGAUD ou pela fucsina acida de
ALTMANN. Em seguida discorre o autor sdbre os es-
tudos ¢ observacbes colhidos nos diferentes estados em-
brionarios dos passaros, assim como nas diferentes fases
das larvas dos batréguios, estabelecendo, por fim, dis-
cussao relativa aos fatos mais concludentes e da qual
escolhemos, para anotar aqui, as que mais inferessam ao
nosso estudo.

Declara o nosso articulista nunca ter observado nos
passaros ou nos anfibios a fusao dos condriosomas que,
segundo éle, se conservam com a mesma forma desde o
inicio do desenvolvimento até aos estados de diferencia-
cdo os mais adeantados, ora sob a forma de granulacbes

(anfibios), ora sob a féorma de bastonetes (passaros).

T e
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Diz, ainda, ter observado que o condrioma persiste,
enguanto gue o réde neurofibrilar ja esta completamen-
te diferenciada, observagao feita igualmente por CA-
JAL, COWDRY, PARAT e outros.

Estas observacoes sao completamente contrarias a
hipétese de MEVES-HOVEN.

O que se passa, explica o autor, nao € uma trans-
formacio integral dos condriocontos em neurofibrilas.
Deve HOVEN, em seus trabalhos, ter tido uma causa de
arro motivada, naturalmente, pelo emprégo, em suas pre-
paragoes, da hematoxilina férrica que, corando simul-
tAneamente neurofibrilas e condriocontos, nao lhe per-
mitiu distinco precisa entre éstes dois elementos.

Continuando, SZEPSENWOL declara que nao ha
transformacao direta dos condriocontos em neurofibri-
las, existindo, enfretantn} relacdo entre ésses dois cons-
tituintes celulares porque a substancia filamentosa toma
origem na vizinhanca dos elementos do condrioma.

Nos passaros os elementos argentofilos comegam a
aparecer na zona fibrilégena de HELD, enquanto que
os bastonetes enegrecidos pela hematoxilina férrica vao,
nesta zona, se concentrando.

Nos batraquios, os fenémenos sdo mais demonstra-
tivos; a substancia neurofibrilar aparece sob a forma de
granulacoes cuja distribuicio é idéntica ao do condrioma.
Por outro lado, nos neuroblastos mais diferenciados, éste

dltimo se concentra em agrupamentos no colo peritérico



da célula, onde a réde argentofila sofre a diferenciacao.
Esta coincidéncia de fenémenos fala em favor da exis-
téncia de uma relacio de causa e efeito entre essas duas

organizacoes citoplasmicas,

Ao concluir, o autor lanca a opinido de que o con-
drioma representa, nestas células, um papel de catalisa-
dor, segundo o térmo de NAGEOTTE.

0 CONDRIOMA E PROTOPLASMA FUNCIO-

NAL — O CONDRIOMA NA CULTURA DOS

TECIDOS — O CONDRIOMA E APARELHO
RETICULAR DE GOLGI

No citoplasma existem formacoes que se podem apro-
ximar ao condrioma. Por exemplo, os grandes agru-
pamentos esféricos chamados ““Nucleos vitelinos”, que
se encontram no citoplasma, ou ** Vitellus” de alguns ovos
em crecimento, que sao formados por ldminas concén-
tricas possuindo as mesmas afinidades para os corantes -
do contrioma, que, segundo algmis autores, se asseme-
lham a condriocontos enrolados.

QOutra formacao vizinha do condrioma é o protoplas-

ma funcional, ergastoplasma.

Estes dois elementos podem coexistir na mesma cé-
lula, razao pela qual devem ser cuidadosamente distin-
guidos. REGAUD diz que o condrioma é um oOrgao per-
manente gue persiste durante a mitose; que ocupa toda

a extensio do citoplasma e que se cbserva em tédas as
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células sem excecao, fornecendo, déste modo, trés ca-
racteres distintos e que servem para estabelecer as di-
 ferencas com o ergastoplasma.

Para outros autores, ao contrario, o ergastﬂplasma
e o condrioma sao dois aspetos de u'a mesma substancia
. tratada por reativos diferentes.

PRENANT estabelece a diferenciacao entre éstes
dois elementos, praticando o exame em células vivas,
em tecidos frescos e corados, concluindo que o aspeto do

condrioma é mais preciso do que o do ergastoplasma.
GARNIER e BOUIN sao de opiniao de que as for-

macoes ergastoplasmicas, descritas principalmente no
protoplasma basal das células glandulares e nos gonoci-
tos em evolucao, sejam consideradas como um protoplas--
ma distinto do condrioma e igualmente diferente do pro-
toplasma fundamental, por apresentarem propriedades
tintoriais particulares.

Qutros autores, como REGAUD e BENOIT, apre-
sentam as seguintes distingoes entre ergastoplasma e con-
drioma:

1.2 — O ergastoplasma resiste a acdo do dcido acético que

faz desaparecer o condrioma;

2° _ Ergastoplasma e condrioma podem coexistir na mes

ma célula;

3.2 — Nio existe pararelismo entre a importincia do ergas-

toplasma numa célula e abundéncia de seu condrio-
ma, como deveria ser, se os filamentos ergastoplds-

micos resultassemn da alteracdo dos condriosomas,
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; O método idealizado por HARRISON — BURROWS

— CARREL para cultivar tecidos in vitro tem prestado
valor inestimavel em biologia experimental.

Quase todos os ramos da ciéncia medica se tém ser-
vido déste notavel processo para as multiplas investi-
gacoes de que carecem e, neste particular, a histologia
moderna tem aurido ensinamentos preciosos, prineipal-
mente, no que concerne a citologia atual.

Nestes tiltimos ancs, o estudo da célula e dos tecidos
receberam, por seu intermédio, um impulso verdadeira-
mente maravilhoso, Assim, além de observagao morfo-
légica, pbde-se igualmente patentear as questoes de or-
dem fisiologica.

Utilizando-se de varies processos, oriundos do ori-
ginal, diversos cientistas tém contribuido com valiosos
ensinamentos acérea dos elementos constitutivos do pro-
toplasma, podendo, mesmo além do estudo sistemético
das diversas partes do citoplasma, lan¢arem, como recur-
sos, a fotografia e a cinematografia.

Assim, tem sido constatado a presenca do condrio-
ma em todas as células cultivadas in vitre, testemunho
da existéncia, morfologia e propriedades fisiologicas do
do referido aparélho.

A divulgacio do processo foi de real valor para o
estudo do aparélho mitocondrial, tanto que, todos os tra-

balhos que visam de preferéncia a funcéo do condrioma,

vao buscar subsidic na cultura dos mesmos in vitro, pois,

e e i L G e
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grande numero de investigadores tém conseguido argu-
mentacao, favoravel ou nao, as questoes dos condrioso-
mas por meio déste engenhoso método.

Além dos elementos ja citados, impoem-se ainda aqui,
a citacAo do vacuoma, aparélho reticular de GOLGI, que
deve, igualmente, ser distingiiido do aparélho mitocon-
drial.

MEVES considerou o aparélho reticular de Golgi
como sendo um quarto tipo de condriosoma, mas, esta
afirmacao nio foi aceita pelos autores até éste momento.

Indiscutivelmente, o condrioma mantém cﬁm 0 apa-
rélho de GOLGI relacoes mais ou menos estreitas, mas
que, na pratica, se distinguem, nao s6, pelas reagoes ti-
toriais, como também, pelo aspeto morfologico e distri-
buicao no seio do citoplasma.

Nao sera supérfluo recordar de momento o que seja

a zona de Golgi. Esta zona citoplasmica é caracterizada:

1.2 — Pela facilidade com que 03 lipdides e as proteinas se
libertam da sua uniao;

20 _ Por sua riqueza em Aagua, do que resulta a forma-
cao de numerosos pequenos vactolos ao nivel dos

quais se condenza o vermelho neutro.
fistes pequenos vactiolos, de conteido sobretudo
aquoso, assinalam o aparecimento do vacuoma, vendo-se
en contato com éles grandes condriosomas (condrioma
peri-vacuolar) em forma de escama (lepidosomas) que

devem a sua maior resisténcia e a sua colorabilidade a
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facilidade de serem postos em evidéncia pelas impreg-
nacoes metalicas. Os lepidosomas localizados na regiao
supra-nuclear ou misturadas aos elementos do vacuoma
para formar a zona de Golgi, sao muito ativos do ponto
de vista secretor, (condrioma ative), fato que os dis-
tinguem do condrioma situado no resto da célula,princi-
palmente na regiao infra-nuclear (condrioma celular),
cuja atividade fisiologica reduzida estd em relagao com
as funcoes gerais da vida celular. Vacuoma e lepidoso-
mas formam uma associacao funcional que intervém na
maior parte das elaboragoes (vaciolos plasmécrinos, va-
ctiolos ragiberinos ... ), de que sao séde as células se-
cretoras.

Também essa associacao faz da zona de Golgi a zona
verdadeiramente secretora do citoplasma. No momento
da excrecao celular, os vactolos confluem e formam
uma verdadeira rede cujo aspeto lembra o do aparélho
de Golgi (BEYLOT e BAUDRIMONT).

Transcrevemos abaixo o quadro diferencial entre
aparelho reticular de Golgi e condrioma, que se encontra

na excelente técnica de LEE.
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Em resumo, o condrioma constitue no citoplas-
ma um verdadeiro aparélho de forma, composicdo e
funcio, diferenciado do resto dos elementos componen-

tes do protoplasma celular.
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DO CONDRIOMA EM PARTICULAR

Exposto como foi, do condrioma em geral, passamos
agora ao seu astudo nas diferentes células dos diversos
drgaos, cuja presenga, localizacao, distribuigéo e fisiolo-
gia caracterizam as células e o aparélho mitocondrial de
maneira particular. -

Servimo-nos, para tal fim, de trabalhos publicados

o “Bulletin d’'Histologie”, “Comptes Rendus” e *“Ar-
chives d'Anatomie Microscopique” assim como de algu-
mas obras que fazem igualmente parte da relacao de
nossa bibliografia.

Pela leitura atenta déste manancial cientifico, con-
clue-se de inicio que o condrioma mais bem estudado é
o da célula hepatica, naturalmente, por apresentar ela
as duas funcdes (exoerina e endéerina), nao deixando,
no entanto, de abordar, porém de forma mais sucinta, o
seu estudo em células de outros orgaos.

Quaﬁtﬁ 3 nossa observacao, reservamos para mais
adeante expressa-la no capitulo intitulado: — Pesqui-
sas Pessoais.

Dos trabalhos que nos orientam na feitura déste
artigo ressaltam os de R. Noel e G. Pallot sobre “Re-
cherches histophysiologiques sur la cellule hépatique des

Mammiféres”, do qual extraimos o que mais nos impres-
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sionou sbbre o condrioma hepatico, investigado respeéc-
tivamente no camondongo, no rato e no gato, e publica-
dos nos **Archives d’Anatomie Microscopique” em 1923
e no “Bulletin d’Histologie™ em 1933}34.

O objetivo do trabalho, declara o autor, € o de pes-

quizar as modificacoes morfolégicas sofridas pela célula
hepética sob a influéncia de diversas condicoes de fun-

cionamento.

O estudo foi dirigido simultineamente a observagao
da célula hepatica viva (estudo vital) e a célula hepéti-
ca fixada (estudo post-vital).

0 animal escolhido foi o camondongo que, apds a
ﬁbertura da cavidade abdominal por uma incisao gran-
de, tendo sido préviamente atordoado por uma pancada
na cabeca, permitiu fosse extraido o figado, estando ain-
da pulsando o coragao (condigao 6tima para colheita de

material ).

Depois de ser reduzido a laminas muito finas e co-
locado entre ldmina e laminula com algumas gotas do
séro de Locke, observou que o parénquima hepatico
se apresenta como uma superficie acinzentada, em tabo-
leiro de xadrez, sbbre o qual se destaca a seccao dos
grandes vasos centro e peri-lobulares que constituem,
pelas razoes que exporemos mais adeante, pontos precio-
sos de reparo para o estudo de determinada variedade
de condriosomas. Déste modo a veia centro-lobular é

‘envolvida por uma zona especial a qual o autor chama
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: de *zona de repouso permanente” e na qual os condrio-
contos sao constantes e muito abundantes.

Fator importante e o tempo da manipulacao do pre-
parado, pois éste nio deve ultrapassar de alguns segun-
dos, sob pena de se alterarem os condriocsomas, dada a
sua delicadeza de forma e constituicio, conforme disse-
mos paginas atras.

Na observagao in vivo, no caso para os condrioso-
mas, diz NOEL, que foi em véo que ensaiou o verde Ja-
nus, o violeta dalia e o azul de pirrol, indicados por dife-
rentes autores. Para éle os condriosomas nao necessitam
de coloracao especifica para se tornarem viziveis nas
células vivas pois, dada a sua refringéncia e forma pro-
pria, se destacam s6bre o fundo homogéneo do gel pro-
toplasmico.

O condrioma em estado vivo na célula hepatica, ob-
servada no sbro de Locke tépido, sem coloracdo, alguns
segundos depois da morte do animal, se apresenta seja
sob a forma de longos condriocontos ondulosos e entre-
cruzados entre si, seja sob a forma de curtos bastonetes,
destacando-se, em ambos os casos, nitidamente.  Acham-
se repartidos mais ou menos de modo uniforme na Area
protoplasmica e nao apresentam movimentos facilmente
perceptiveis, deixando ver entre si mitocéndrios granu-
losos, arredondados, de dimensoes iguais e de refrin-
géncia idéntica ao dos condriccontos.

Algumas células possuem condrioma quase que ex-
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clusivamente constituido por filamentos delgados, alon-
gados e de calibre uniforme. Em outras, o citoplasma
contém, em proporcoes mais ou menos iguais, mitocon-
frios e filamentos e, em uma terceira categoria de ce-
lulas pode-se chservar granulacoes cujo volume ultra-
passa de muito o dos mitrocondrios granulosos, de refrin-
géncia idéntica ao dos condriosomas, constituindo, nao
o proprio aparélho mitrocondrial, mas sim, plastos elabo-
rados por éle.

“Aconselha NOEL que o meio pratico de observar
os condriosomas consiste em os pesquisar ao redor dos
grandes vasos, sem querer identificar, a principio, as
veias portas e as supra-hepaticas.

Esta identificacdo se fara a posteriore; as veias su-
pra-hepaticas estio cercadas de células cujo condrioma
é quase sempre filamentoso, enquanto que as células
peri-portais contém geralmente granulacoes elaboradas.

0O tempo, durante o qual os condriosomas nao se mo-
dificam nas células vivas, pode ser avaliado mais ou me-
nos em 20 minutos, findo os quais se iniciam alteracoes
que se traduzem pela mudanca de forma dos mitocon-
drios ou dos condriocontos gque se apresentam arredon-
dados, fusiformes ou em vesiculas, fato ja assinalado no
eapitulo anterior.

No estudo da célula hepatica do camondongo branco,
Noel empregou, para a observa¢ao post-vital do condrio-
ma os liquidos fixadores de Regaud, liquido de TUPA
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(solugoes I e Il) e o acido 6smico, associado aos acidos
crdmico e acético e, como métodos de coloracao, utilizou
os de Altmann, Kull, Benda e o da hematoxilina férrica
Je HEIDENHAIN.

Além déstes processos utilizou, para a elucidacao
da natureza de algumas elaboracoes intracelulares, o
método de CIACCIO para a pesquisa dos lip6ides, o da

fixagdo pelo formol isotonico e coloracao pelo vermelho
Sudan ou o vermelho escarlate utilizado para a eviden-

ciacao das graxas.

Diz o autor que a célula hepatica do camondongo
branco constitue uma notavel peca de estudo para o con-
drioma: que os condriosomas se apresentam ora sob a for-
ma de delicadas granulacoes, os mitocondrios, ora com 0
aspeto de filamentos mais flexﬁosus de comprimento va-
ridvel, os condriocontos e que nunca observou as ca-
deias de graos, designadas desde MEVES com o nome
de condriomitos. |

Acha que o condrioma representa um papel de pri-
meiro plano no metabolismo celular, que sua morfologia
esta em relacao estreita com a funcao da célula, motivo
que o fez classificar as células em duas categorias:

10 __ (Células cujo condrioma ¢ filamentoso;

20 __ (Células cujo condrioma apresenta modificacbes mor-

foldgicas em relacdo com o papel elahorador.

Em relagéo as células com condrioma filamentoso,

diz o autor que é necessario assinalar com excegao de
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uma zona especial e vizinha da veia centrolobular que
denomina de “zona de repouso”, que as células hepati-
cas nunca se encontram em estado de repouso absoluto,
fato evidenciado pelos elementos cuja forma modificada
serve de indice a atividade funcional.

Foi na zona da veia supra-hepatica que o referido
autor encontrou condriocontos alongados, uniformemen-
te distribuidos na massa citoplasmica, constituindo uma
verdadeira trama de filamentos tortuosos cuja diregao
principal esta perpendicular ao bordo da célula que esta
em cdntatn com a veia.

O comprimento dos condriacontos varia de um mi-
cron e meio a cinco micra, algarismos que mostram como
se encontram, em estado de repouso, os condriocontos,
sendo. ,no entanto, mais numerosos, os mais longos,
entre trés e cinco micra, podendo-se encontrar, ainda,
forma gigante ou. entdo, formas curtas e ligeiramente
grossas, lembrando bacilos ou cocobacilos.

Ao lado déstes filamentos delgados, que parecem ser
a principal forma que reveste o condrioma na célula he-
patica do caso em estudo, encontram-se mitrocéndrios ar-
redondados e dispersos nas malhas da trama constituida
pelo entrelacamento dos condrmcnntﬂs,

Com BRENANT e Cﬁh’iPY NOEL acha que os con-
driosomas na célula hepatica nao mostram nenhuma ten-
déncia a se concentrarem em um determinado campo do

citoplasma.



g
— By —

Quanto as células com condrioma modificado, acres-

centa que fora da zona que se descreveu ( peri-surpra-
hepética), encontra-se, na drea citoplasmica das células
hepaticas, formacoes siderofilas ou fucsinéfilas semelhan-
tes ao condrioma e que representam em parte produtos

de elaboragao mitocondrial.

Passa em seguida o autor a discutir a significag&u
das imagens observadas, comparando-as com 0s vesuls
tados fornecidos pela observacao vital, achando que nao
sejam artificios oriundos da fixacao ou da autdlise e pro-

cura estabelecer a natureza desta elaboracao pergun-
tando si se trata de graxa, de glicogénio ou de substan-

cias albuminoides e conclue dizendo:

1. — o condrioma representa na célula hepatica papel im-

pﬂrt;gnte; . :
20 __ na célula hepatica existem duas formas de codrioso-

mas: mitocimdrios e condriocontos;

206 _ os condriocontos finos e longos se transformam, apos
uma série de estados intermediarios que afetam a sua
morfologia, em duas categorias de granulacoes ela-
horadas: grios massicos de naturezd albumindide e
grios 0Ocos que relacionados, seja a elaboracio dos
lipdides intracelulares, seja & elaboracdo de um dos
elementos constituintes da hilis ou talvez dos dois
an mesmo tempo;

40 — o condrioma hepético pode, por um mecanismo liga-
do aos fendmenos fisicos da condensacio de micelas

ao nivel dag zonas de superficie dos coldides cito-
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pldsmicos, fixar em torno de si as graxas intrace-
lulares;
8.2 — fendmenos idénticos foram observados por REGAUD

e MAWAS nas glindulas serosas salivares, por HO-

_T.TEN no pincreas e na glindula mamaria, por CHAM-
PY no epitelio intestinal, por PRENANT, ASWA.
DOUROVA e VERNE nas células pigmentares e por ;
DUBREUIL nas células adiposas;
6.2 — a elaboracio mitocondrial se efetua segundo um ciclo

fechado que, parﬁndﬂ dum tipo de condriosoma, vol- .-'
ta ao mesmo, passando por uma série de fases ou es- :
tados distintos morfologicamente;

7.0 — as fases acima assinaladas se repetem em trés etapas
sucessivas: a) fase preparatéria da elaboracio; b)
plasto; ¢) fase regressiva;

8.2 — estas constataches permitem aproximar os plastos da
eélula animal acs cloroplastos das Algas e dos Pté
ridofitos.

Aponte-se aqui, ainda, os interessantes estudos de
NOEL s6bre a histofisiologia do 16bulo hepatico cuja ati-
vidade funcional é indicada pelo condrioma e cujas con-

clusoes sao as que se seguem:

: 1.2 — no 16bulo hepatico existe, do ponto de vista funcional,
trés zonas distintas: a)—=zona péri-supra-hepatica ou
zona de repouso permanente; b)—=zona peri-portal ou
zona de funcionamento permanente; c¢)—zona inter-
mediiria varidvel;

29 _ na zona central peri-supra-hepitica o condrioma é

muito fino e estd frequentemente em repouso fun-
cional;
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9. — mas zonas peri-portais, o condrioma elanora de ma-

neira continua;

40 — na zona intermediaria variavel a atividade elabora-
dora do condrioma estd em relacdo com as fases da
digestio e o estudo dos elementos desla zona mostra
que o l6bulo hepético funciona da periferia para o
céntro.

Em outro trabalho publicado no *Bulletin d Histo-

logie” n.° 6, de junho de 1933 PALLOT e NOEL apre-

sentam o estudo do condrioma hepatico no rato em je-
jum e durante a digestao.

Apds consideracoes de ordem geral e da citagao dos
trabathos de KATER, SMITH, GIUGLIO MUGGIA e
LORENZO MASUELLI respectivamente das Escolas de
Washington e de Turim, passam os articulistas a des-
crever suas pesquisas relativas ao condrioma hepatico
do rato em jejum e durante o periodo da digestao.

No rato em jejum os autores descrevem o condrio-
ma de modo sistematico nas trés zonas do lébulo hepa-
tico, conforme seu trabalho anterior e concluem gue
existe diferenca nitida, tanto no rato como no camon-
dongo, entre a zona peri-portal (funcionamento perma-
nente) e zona peri-supra-hepatica (repouso permanen-
te), ligadas por uma zona intermediaria de funcionamen-
to variavel.

No estudo do condrioma hepatico do rato durante a

digestao e com alimentacao exclusiva de clara de ovo,
dois ratos adultos foram sacrificados em plena digestao
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ap6s 4 dias de submetidos a ésse regimen, verificando
os autores que o parénquima hepatico apresenta-se cons-
tituido por zonas alternativamente claras, zonas peri-
supra-hepaticas, e escuras, zonas peri-portais. A colora-
cao escura destas Gltimas é devida ao actmulo de volu-
mosos plastos que sao intensamente siderofilos. As cé-
lulas do céntro de l6bulos possuem, ao contrario, um
condrioma alongado, percebendo-se que sao bastonetes
curtos, espessos e nao condriccontos filamentosos e del-
gados, como descreceu, nas mesmas regioes no rato
em jejum. Nota-se, igualmentie, nas células centro-lo-
bulares, granulactes punctiformes que sao sempre de
dimensoes inferiores as dos plastos das células peri-por-

tais.

8w, Em 1934 no “Bulletin d’Histologie™, n.? 3, os infa-
‘tigdveis investigadores NOEL e PALLOT escrevem um
L a;ti%a intitulado “Sur la genése mitochondriale des grais-
“ ses ifitrahépatiques”, no qual relatam o aspeto oferecido
pelo figado apés fixacao pelo formol isotdnico, coloracao
pelo escarlate R ou Sudan IV, corte pela cngelacio e
o mesmo figado observado depois da fixacao pelo dcido
désmico, inclusdo em parafina, passagem nos alcooes e
coloracae por um meétodo qualquer mitocondrial.
No primeiro caso ha abundinecia de graxa que se
apresenta em maior quantidade na periferia do lobulo.
No segundo caso, verifica-se geralmente pouca gra-

xa. Torna-se impossivel o estude da distribuicao topo-




R &

:: grafica desta graxa, mas, em compensacao, as" |
 gbes permitem estudo citolégico no sentido dé' ﬁﬁa pes- N
quisar eventuais relacoes entre o condrioma e é gra:ﬂ:a'
~ 4smio-redutora. '
Em realidade, o que se observa, ¢ que, no primeiro
caso, vé-se todas as graxas contidas nas células enquan-
to que, no segundo, vé-se apenas as graxas insoliveis
no alcool e coraveis pelo tetréxido de ésmio,
Em face desta cireunstancia, propoem-se os autores
a precisar a distribuicao topografica de tédas as varie-
dades de graxa no l6bulo e o modo de elaboracao da
graxa intra-hepatica de origem mitocondrial.
Consequentemente, relatam as pesquisas realizadas
e, entre outros fatos, verificam que, a distribuicao das
graxas, no interior do lébulo, coencide exatamente com
a zona de funcionamento permanente, no animal em je-
jum e, a invasao da zona intermediaria variavel segundo
o estado de digestao, durante o qual foi praticado o exa-
me. Desta forma, verificaram haver correlagao entre
a distribuicio das graxas intra-hepaticas e as modifi-
cagoes morfolégicas do condrioma no 16bulo em funcio-
namento, havendo portanto estreita ligacao entre a ela-
boracao das graxas e a atividade mitocondrial.
Comparam em seguida os seus estudos aos dos ame-
ricanos KATER e SMITH e chegam a conclusao de que
estio perfeitamente de acordo com éstes autores quanto

a origem mitocondrial das graxas ne figado, e que, na
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célula hepéatica, deve-se distinguir duas variedades de
graxas, umas, elaboradas pelo condrioma e outras, sem
relaciio alguma com o mesmo.

Temos, conforme dissemos anteriormente, reunido o
que de mais moderno e melho possuimos do condrioma
mais bem estudado, o do figado e gqueremos deixar agui
igualmente assinalado o que ja se tem feito em relagao
a0 aparélho mitocondrial de outras células, que infeliz-
mente, ainda, nfo mereceram a atencao especial a que
sdo dignas mas que, no entanto, o possuem de cuja in-
fluéneia decorrem muitos estados que frequentemente
sio surpreendidos ao microscopio. ;

Lendo-se com atencao as colecoes do “Comptes Ren-
dus des Séances de la Societé de Biologie™ verifica-se
que varios tém sido os cientistas modernos que se preo-
cupam com o estudo do condrioma nas diversas células
animais, acrescentando, ainda, alguns déles, téenicas no-
vas de investigacao e modificacoes das ja existentes como
veremos na parte dedicada as iéenicas de evidenciagao
do condrioma.

Entre os trabalhos publicados, destacaremos aque-
les que se relacionam ao aparélho mitocondial em um
determinado tipo celular ou em determinado érgao.

Assim, no n.? 33, de 1931 JANINA ORSKA do Ins-
tituto de Zoologia da Universidade de Liwow, o professor
HIRSCHLER, publica, em rapidas palavras, o desenvol-

vimento atipico do corpo mitocondrial da abelha domes-
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tica, dizendo que, durante suas pesquisas s6bre a esper-
‘matogénese do macho da abelha, observou desenvolvi-
mento do corpo mitocondrial nas espermatidas que dife-

remn em outros insetos. Comumente existe nas esper-

matidas jovens corpo mitocondrial impar que se divide
mais tarde em duas partes iguais e simétricas de estru-
tura interior especifica; essas duas partes se alongam de
maneira uniforme, formando a cauda do espermatozoide
que apresenta consideravel comprimento nos insetos.

Nos machos da abelha, os mitocdndrios constituem,
apds a ultima divisao dos espermatocitos, corpo mito-
condrial limpo, que se divide nas espermétidas em duas
partes iguais, como nos ouiros insetos; mais tarde ésses
elementos se alongain simultAneamente na espermatida
de grau mais diferenciado, apresentando a forma de dois
fusos de igual comprimento; porém, a partir déste mo-
mento, estas duas partes do corpo mitocondrial diferem
do fenémeno observado nos outros insetos.

Destarte, enquanto uma das partes continua a se
alongar, a outra se contrai cada vez mais a ponto de
transformar-se em uma bola; em processe ulterior verifi-
cou o autor que gquando o outro filamento tornou-se bas-
tante longo a referida bola comeca a se estirar, tomando
a forma de fuso que, alongando-se cada vez mais, se
transforma em filamento que tem quase o mesmo com-
primento do constituido pelo primeiro.

Conclue dizendo que os trabalhos conhecidos sGbre
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a espermatogénese da abelha (MEVES 1904,/907, DON-
CASTER 1906 a 1907, MARK-COPELAND 1906 e ou-
tros), nao falam déste desenvolvimento atipico do cor-
po mitocondrial nas espermatidas da abelha.

Em relacdo ao corpo mitocondrial na espermatogé-
nese temos, no n.° 18 daquela Revista, do ano de 1933,
o trabalho de STANISLAW PILAWSKI realizado na
Cicindela Hybrida L. e na qual constatou que os mito-
cbndrios se conduzem de maneira muito interessante.
Diz éle que nas espermatogonias, tanto nas que estao em
repouso como nas gue estac em plena divisao, os mite-
condrios acham-se disseminados em toéda a area cito-
plasmica envolvendo o ntcleo ou o fuso mitdtico, dife-
rindo nos espermatocitos, pois, nestes, os mitocondrios
se entumescem e formam uma massa quase esférica mos-
trando vacuolizagdo nitida e em conjunto esta massa é
idéntica ao corpo mitocondrial das espermatidas.

Observou igualmente gue o corpo mitocondrial nao
apresenta modificacoes em nenhuma fase, isto é, duran-
te o erescimento dos espermatocitos, nos espermatocitos
maduros e no inicio da préfase, ao passo que neste ul-
timo estado em fase mais adeantada o corpo mitocon-
dial se alonga em forma de fuso e no término da profase
notou filamentos mitocondriais vacuolares, destacando-se
do corpo mitocondrial fusiforme, fato que verificou na
metafase da primeira divisao dos espermatocitos. Esses

filamentos se dispbem em térno do fuso mitético. Na
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telofase da primeira divisao dos espermatocitos, €sses
filamentos se fundem e reproduzem o corpo mitocondrial,
cuja existéncia € de curta duraciio, porque a segunda di-
visdo dos espermatocitos sucede rapidamente & primeira,
sem passar por fase de repouso. Na segunda divisao
dos espermatocitos 05 mitocondrios se dispdoem da mes-
ma maneira que durante a primeira. Na tel6fase da
segunda divisao os mitoedndrios se aglutinam de novo,
constituindo o corpo mitocondrial, que tende a se are-
dondar na espermatida joven, cujo aspeto é analogo ao
dos espermatocitos.

Vé-se que o autor estudou de forma minudente o
aparélho mitocondrial durante a espermatogénese e apre-
ciou que, em dado momento, o COrPo mitocondrial se di-
vide em duas substancias: central e periférica, sendo a
primeira fortemente croméfila e a segunda de aspeto
alveolar; constatando ainda que, em fases ulteriores, &
substincia central se retrai em favor da alveolar.

Ao terminar, diz o autor gue as suas ohservacoes se
parecem com as da tese de CHAMPY (1923), segundo
a qual os fendbmenos que descreveu, durante o desenvol-
vimento da espermatida, representam uma cinese modi-
ficada, resultando de suas pesquisas ser o corpo mito-
condrial constituido nio sé de mitocdndrios, mas tam-
bém, da substancia fibrilar, provavelmente fusimatica
(HIRSCHLER).

No ntimero 19 do ano de 1933, encontra-se na mes-
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ma colecdo, um trabalho de J. CARVET “Etude du chon-
driome dans les cellules épiphysaires de quelques Mam-
miféres”, que estudou, por varios métodos, as células
pineais do boi e do carneiro, chegando a concepgio de
que todos os elementos que integram 0 parénquima glan-
dular sao de origem neuro-epitelial e que representam
um estado de evolugao especial, provavelmente fungao
secretora.

Nestas células epiteliais, de forma mais ou menos
poliédrica, ostentando por um lado prolongamentos pro-
toplagmicos que se confundem com os das células pura-
mente neurdglicas, e de protoplasma abundante, com
centrosoma visivel, rica em inclusoes, efetuou o autor
a pesquisa do condrioma. Para tal fim, utilizou nume-
rosos cortes tratados pelos métodos de ALTAMANN e
REGAUD, com resultados inconstantes. Por isso empre-
gou o formol isoténico neutro a 10 % e cromagem no li-
quido de KIYONO, nao obtendo ainda bons resultados.
Finalmente, com a técnica de CHAMPY encontrou mi-
tocbndrios filamentosos na epifise do boi.

Achando o articulista que as células epifisarias se-
riam um estado provavel de u mciclo secretor, levou a
cabo o estudo do condrioma. Apods as observacoes mi-
croscOpicas assinala a presenca de mitocbndrios alonga-
dos em bastonetes, condriocontos, disseminados na mas-
sa protoplasmica e principalmente em torno do centro-

soma, concluindo que, esta disposigao particular encon-
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trada nas células pineais, é idéntica & que se encontra
em outras celulas secretoras.

Outro condrioma mais cu menos bem estudado é o
dos gonocitos embrionarios.

Apontam-se os trabalhos de RUBASCKIN sbbre o
condrioma dos gonocitos no embrido dos mamiferos, ca-
raterizados, segundo &ste autor, por se apresentarem em
forma de pequenocs graos; os de TSCHASCHIN realizados
nos gonocitos do embrido dos passaros confirmando a for-
ma granuloza. Estes grios se encontram ng zona justa-
nuclear perto de aparélho de Golgi, do centrosoma e das
granulagoes vitelinas, sendo a forma granulosa do con-
drioma considerada como carater distintivoe. Segundo
FIRKET, o condrioma, nestes casos, é constituido por
curtos filamentos e CHAMPY pensa da mesma maneira,
principalmente no que concerne aos anfibios, achando,
no entanto, dificil a obtencao de preparados nitidos que
permitam provar éste conceito.

J. MARQUEZ relata que, gracas ao seu processo,
que descreveremos em outra parte, conseguiu prepara-
coes que puderam afirmar a concepcao dog dois Uiltimos
cientistas. '

Observacao igualmente digna de nota é a de BOIS-
SEZON em relacao as modificacdes histolégicas do fi-
gado do coelho, durante a preparacdo do séro hemoli-
tico. Verificou em estudo simultineo das graxas, do

aparélho mitocondrial e do de Golgi, em comparagao com
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o figado de um coelho testemuho, que existe a inversao
dos mesmos em relacio as porcoes centro e peri-lobula-

res, do lobulo hepatico.
No hepato-pancreas do Agriolimax Agrestis L., J. FI-

LHOL estudou o condrioma nas células cianofilas secre-
toras; células de {rinta a quarenta micra, e regularmen-
te poligonais, com nicleo arredondado de treze a quinze
micra de didmetro, com nucléolo central e no citoplas-
ma nota-se a presenca de grinulos brilhantes de dimen-
sbes varidveis, mascarando in vivo os elementos do con-

drioma, dificeis de observar a pesar da refrigéncia par-
ticular.
Empregando técnicas variadas, conseguiu o autor

estabelecer a diferenciacio désses elementos e realizar
o estudo do aparélho mitocondrial ao que passamos a
relatar: a forma primitiva é de condriocontos, numero-
sos em térno do nticleo, observando-se no meio déles
formas em raqueta que carateriza a paquinese, enfim
mais adeante o fenémeno invade a totalidade do con-

dicconto primitivo e o transforma em um disco con-
cavo ou em figuras de algarismos (8), crescentes e fusos.

Faz o autor uma série de consideracdes entre o condrio-
ma destas células e os elementos vacuolares e aparélho

de Golgi, discutindo se os elmentos de Golgi impregna-
dos nao sejam o proprio condrioma paquinético?

Em sua opinido os elementos de GOLGI (lepidoso-
mas) do hépato-pancreas nada mais representam do que

o proprio condrioma paquinético,
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Em outro trabalho, publicado na mesma revista, J.
FILHOL observa o condrioma nas glandulas mucosas do
oviduto do Arion Rufus L.; que se prestam de modo es-
pecial a verificacao dos aspetos sucessivos que tomam
as suas células no curso do ciclo secretor.

Assim, escolhe o autor trés aspetos mais represen-

{ativos do papel funcional das referidas células:

Inicio do ciclo secretor: o nticleo oval e cheio de pe-
quenos graos de cromatina, numerosos e red:ﬁndos,
possue grande nucléolo; o condrioma abundante acha-
se distribuido em toda a célula, principalmente perto
do nucleo e ao redor da membrana, parecendo ser
mmfﬂlmginameﬁte representado por uma tnica espé-

cie de elementos, condriocontos curtos ou filamen-
tos;

Os primeiros sinais da atividade secretora se tradu-
zem pela separacao dos condriosomas em duas cate-
gorias, misturados uns aos outrosg, mas morfologica-
mente distintog: conservam alguns a forma de basto-
netes e de filamentos, ficando livres no citoplasma. Séo
og elementos do condrioma comum; a maior parte se
transforma em pequenas escamas por espessamento,
paguinese, de sua parte meédia. 53c oz elementos

do condrioma ativo;

Inicia-se o elaboracho do muco, volumosos graos mu-
coscs aparecem em grande guantidade na regiao dis-
tal peri-nuclear acompanhados por um ou dois gran-

des elementoz fucsindfilos, derivados dos peguenos

lepidosomas.
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Os elementos fucsinéfilos sdo condriosomas modifi-
cados cuja transformacao o autor diz ter assistido desde
a sua génese que se inicia nos condriocontes comuns e
que pela situagao e aspeto indicam claramente serem 08
impregnados anteriormente.

Acha mais uma vez que os corpos de Golgi séo de
natureza condriosbmica pois, no estudo que faz, estabe-
lece o paralelismo dos elementos de Golgi ao condrioma,
declarando que o corpo de GOLGI se proceésa da dife-
renciacao dos condriocontos normais, e que as suas in-
vestigacbes tém sido em parte confirmadas por outros
cientistas.

PIERRE FEYEL escreve, no <Comptes Rendus” n.”
11, de 1934, “Sur l'existence et le role de cellules spe-
ciales dans le segment intermédiaire et le tube de Bel-
lini du rein chez la Souris™.

Ao iniciar o trabalho, refere-se a OKKELS que,
impregnando pela prata o rim de numerosos vertebra-
dos, assinalou uma heterogeneidade notével entre as di-
ferentes células do terceiro e quarto segmentos do rim,
constatando que algumas reduziam a prata, tomando as-
peto escuro e difuso, contrastando com outras que se
mantinham claras, assim como verificou, também, que
as células escuras faziam saliéncia na luz do tubo. O
autor dizia que éste aspeto é comum, que se tratava de
artificio de técnica mas ndo deu explicacio fisioldgica

as suas observagoes.
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p. FEYEL verificou igualmente esta heterogenei-
dade nas impregnacoes argénticas do rim do camondon-
go, fato que encontrou nas preparacoes mitocondriais
segundo a técnica de DIETRICH-PARAT-VOLKONS-
KY. As células comuns shio baixas e o nucleo ocupa
t6da a altura do citoplasma, fazende mesmo muitas vezes
ama leve saliéncia na luz do tubo: o condrioma, muito
reduzido, € representado por raros filamentos sinuosos
atingindo raramente 0 equador do ntcleo. Intercaladas
entre estas células encontram-se outras cujo aspeto e al-
tura contrastam com as primeiras, sendo seu condrioma
mais rico que o das comuns € representados por con-
driosomas em filamentos espessos, particularmente nu-
merosos na regifo que faz saliéncia na luz do tubo. Este
condrioma descendo sbbre os lados do nucleo formam
um verdadeiro capacete. Trata-se de uma categoria ce-
lular absolutamente auténoma. Segue o autor em expe-
riéneias s6bre a exeregao dos cloretos no rim do camon-
dongo, para precisar o papel destas “células especiais™,

ao cabo das quais chega aos seguintes resultados:

1.0 — exigte, nog segmentos intermediirios (segundo tubo
contornado) e no inicio dos tubos de Bellini do rim
do camondongo, uma categoria de células com cara-
teristicos morfolégicos especiais cuja existéncia ja foi
assinalada por OKKELS em 1929

20 __ pstas “células especiais” apresentam rigueza parti-
cular em cloretos, o que provavelmente lhes empres-

ta grande argentofilia;
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3.2 — o fato da quantidade de sal contido nestas células ger
méaxima nos animais submetidos ao jejum e minima
naqueles que receberam injectes de sal nos faz pen-
gar que as “células especiais” representam o papel
de aparélho de ressorpeio para os cloretos, toman-
do-0s na luz do tubo para de novo os lancar no san-
gue. Esta polaridade especial, inversa daquela das
células excretoras, corresponde naturalmente a uma
disposicdo particular do aparélho mitocondrial que
¢ aqui essencialmente apical.

Em estudos mais ou menos recentes NOEL e PAL-
LOT assinalaram a presenca do condrioma na substincia
dita granulosa das placas.muturas e dos fusos muscula-
res e A. DEHORNE estudou as modificacoes do condrio-
ma na pro-secrecao das células mucosas.

P. ROJAS e RESTA publicaram em 1939 no ntime-
ro 16 do “Comptes Rendus” interessante observacao so-
bre a histofisiologia do condrioma da fibra muscular es-
triada.

O estudo foi efetuado no musculo estriade do Bufo
Arenarum, fixado segundo o método de DIETRICH - PA-
RAT e corado pela técnica de ALTMANN - VOLKONS-
KY.

Praticaram igualmente pesquisas sébre o condrioma
in vivo, durante a contragao muscular (faradisacao) e
coloracao supravital com o verde Janus. Verificaram
que normalmente o condrioma intrafibrilar se apresenta

sob a forma de bastonetes flexuodsos, delgados ou espes-
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.' 595 {condriacmltﬂs] ou por graos dispostos em série
- (gundriomitns}, corados de verde. Apos trés minutos
' de excitacao do misculo a cbr do condrioma comeca a
«e modificar, diminuindo cada vez mais e terminanda
por desaparecer completamente, apresentando a fibra
muscular uma coloracao verde difusa.

Dizem os autores que essa mudanca de cOT parece es-
tar ligada a falta do oxigénio, processo de oxido-reducao.

Em conclusao acham os mesmos que & excitacao fa-
radical do musculo nao modifica o aspeto e nem a quan-
tidade do condrioma intrafibrilar e que no espago peri-
nuclear se percebe hiperplasia desde o terceiro minuto
de excitacao. i

WASHINGTON BUNO em seu recente livro sobre
«Estudios de Histofisiologia e Histofisiopatologia Tiroi-
dea”, de 1943, diz que, para o conhecimento do meca-
nismo funcional da célula glandular, nao se pode precin-
dir do estudo metodico do condrioma que, conjuntamen-
te com o aparélho de GOLGI, sio os orgaos celulares
que tém demonstrado maior variacao durante o ciclo se-
cretor de tdda a célula glandular.

Apd6s consideragoes e citagoes de outros autores, diz
que o condrioma das células tiréides foi estudado por
BENSLEY, como sabemos, e que se acha uniformemente
distribuido no citoplasma, podendo distinguir-se duas
porcoes: apical e basal.

Nesta tGltima, os condriocontos se dispoem de forma
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paralela, enquanto que, os condriosomas apicais sao mui-
to mais irregulares, tanto no que diz respeito a forma,
como direcio. TOMAS classifica o condrioma tfiroideu
em dois tipos: filamentoso e granuloso.

fiste autor nio aceita que tanto o tipo secretor como
o excretor das células possua uma forma especial do
condrioma.

BUNQ diz que nio concorda com esta maneira de
interpretar os fenémenos, dizendo que TOMAS acredita
que a forma dos condriosomas depende de algum fator
extra-tiroideu, porque, quando o condrioma é granuloso
da célula parenquimatosa o é também nos elementos co-
netivos e nos endotélios vasculares. O estado de frag-
mentacdo do condrioma se deveria a alguma variagao da
composicao quimica do sangue.

Para éste autor a forma dos condriosomas varia com
o tipo celular que se considere ou melhor com o estado
funcional da célula.

Qutros trabalhos tém sido realizadoes acérca do con-
drioma, demonstrando todos a presenca déste aparélho
nas diferentes células de animais e vegetais.

O seu estudo torna-se, como ja vimos, cada vez mais
necessario, tanto no que diz respeito a estrutura citoplas-
mica, como no que se refere a funcao das diferentes ce-
lulas que traduzem, em ultima andlise, a expressao mor-
fo-fisiolégica dos 6rgaos e, principalmente, nos destina-

dos as funcoées glandulares,




ESTUDG PRATICO DO CONDRIOMA

O cﬁnﬁriuma, constituindo verdadeiro aparélho in-
fﬂgprﬂtﬂpléSIHiﬂﬂ e apresentando caracteres fisico-qui-
micos que o distingue do resto da area citoplasmica, ne-
. cessita, para sua evidenciacao, de métodos especificos,
ditos mitocondriais.

As técnicas utilizadas sdo todas pertencentes aos pro-
cessos de investigacao citologica.

Estahelece-se, pois, contato direlo com a téecnica ci-
tolégica que difere completamente dos metodos gerais
utilizados em histologia; faz-se, desta forma, histologia
especializada.

Os processos de fixacao e coloracdo empregados
_para o nucleo e 0 citoplasma em geral representam, em
face da demonstragio do condrioma, técnicas grosseiras
de laboratario.

Em prética citolégica dois sao 0s objetivos: o de re-
velar as inclusoes protoplasmicas vivas e o da verifica-
cao das inclusoes deutoplasmicas mortas.

Utilizou-se a principio, e ainda se emprega em his-
tologia, o processo de diferenciacao policrémico: colo-
racdo tricomica de MASSON, métodos de MALLORY,
_de CURTIS e outros, que, por. coloracoes eletivas, mos-

tram a distribuigdo dos diversos tecidos nos orgaos, as
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reacoes crométicas do nicleo, do citoplasma e das in-
clusoes.

Deve-se a ERLICH, com os estudos das granulagoes
dos Jeucocitos, a eriacdo déste novo ramo da citologia.

A citologia propriamente dita tem por fim obter a
diferenciacéo estrutural nau@;@‘l;m a coloracao
é poli ou monocrémica.

A distincio entre corantes nucleares e citoplasmicos
nio interessa as pesquisas citologicas, pois estas se reali-
zam com outros corantes, chamados especificos em rela-
cao ao elemento em estudo, condrioma ou vacuoma.,

Atualmente, a téenica citolégica, tende a se especia-
lizar nos métedos monocréomicos gue coram a estrutura
citoplasmica tanto pelos processos de coloracao propria-
mente ditos, como pelo das impregnactes metalicas.

Além das inclusées citadas, preocupa-se a citologia
da investigacdo de granulacoes, tais como a do leucoci-
tos, que ainda nido foram classificadas nem como inclu-
sdes vivas e muito menos como deutoplasmica. o

Das inclusées denominadas vivas: condrioma esd
aparélho reticular de GOLGI, é que estuda a tecnica
citolégica propriamente dita.

Impoe-se, desta forma, & verificaggo do condrioma,
técnicas especificas ou métodos mitocondriais de que
falam os autores.

Passaremos a descrever os métodos e técnicas em-

pregados para o estudo pratico do condrioma,
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Varios sao os métodos de técnica empregados para
a verificagdo do condrioma que, para torna-los mais di-
_ déticos, propomos a seguinte orientacao:

1 — Estudo do condrioma vivo.

I — Estudo do condrioma apds o emprégo dos co-

rantes vitais.
11T — Estudo do condrioma fixado e corado.

IV — BEstudo do condrioma pelas impregnagoes me-
talicas.
1) Estudo do condrioma vivo

O exame das pecas em estado fresco, constitui o
método ideal para o reconhecimento da estrutura celu-
Jar que, infelizmente, em técnica atual representa meio
rudimentar para isoladamente estabelecer com precisao
o diagndstico citologico; no entanto, serve de momento
como meio de controlo as preparacoes fixadas e coradas.

fiste método pode ser empregado ao condrioma por
apresentar éste refringéncia superior ao do citoplasma.

£ aconselhavel praticar-se anteriormente a pesquisa
do condrioma da célula animal a investigacdo do mesmo
nas células vegetais.

GUILLERMOND destacou um fragmento de epider-
me das pétalés da flor do lirio encontrando células de
grandes dimensoes, cujo citoplasma transparente deixa
vér o condrioma de maneira perfeita. Observacoes idén-
ticas podem ser realizadas nas flores da tulipa, nas fo-

lhas da Elodea Canadensis e em alguns cogumelos. Nos
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cogumelos o condrioma aparece de forma mais nitida
fazendo atuar o 4cido dsmico cu Lugol ou entao pelas
coloracdes vitais.

Nas células animais a verificacio do condrioma nio
¢ tao nitida como nas que acabamos de escrever, mas, no
entanto, em exames praticados enire lamina e laminula
e, principalmente, em fundo negro, pode-se observa-lo
em certas células com relativa nitidez.

A técnica déste método consiste no seguinte:

a) — Sacrificar o animal por pancada ao nivel da cabeca
{nfo usar substancia anesté’ica};

b} -~ colheita da peca, com todo o cuidado de técnica de-
vendo, para condicio Otima, estar pulsando ainda o
coracio do anlmal;

¢) — praticar os cdrtes, in site, o mais fino possivel;

d) — colocar o corte na lamina com algumas gotas de sdro
de Locke, tépido, cobrindo-o com laminula e exercen-
do-se leve pressio;

e} — obgervacio microscopica com luz direta, indireta ou
fundo escuro.

Tem prestado éste método relevants contribuicio a
histologia moderna, pois, elementos considerados por al-
guns autores como artificios de iécnica, ficaram, gracgas
a éle, definitivamente identificados e como exemplo po-
de-se citar o proprio aparélho mitocondrial.

II) Estudo de condrioma apds o emprégo dos corantes
vitais

Censiste éste método, o processo intermediario en-



el A

t_re- o exame a fresco e os praticados apds fixacho.
O condrioma pode ser evidenciado pela téenica in-
"travital ou postvital.

Para éste fim deve-se recorrer ao uso das matérias
: éal-antes que, acumuladas eu reduzidas ao seu nivel, for-
nécem coloracoes especificas.

Como os corantes vitais em geral, os do condrioma
dividem-se igualmente em béasicos e acidos.

Entre os basicos (corantes eletro-positives) temos
o verde Janus B ou verde diazina que & o principal co-
rante do condrioma e o menos toxico, empregado prin-
cipalmente em coloracao postvital; o azul Janus, o preto
Janus I, o vicleta de metila 5 B, violeta dalia, o violeta
de cresil e o azul de metileno. .

Entre os acidos (corantes eletro-negativos) temos
a alizarina, o azul pirrol e o azul tripan.

A técnica das coloractes vitais empregadas para o
“condrioma pode ser, como vimos, intravital ou vital pro-
priamente dita e postvital, também chamada por alguns
autores de supravital.

Na téenica intravital, faz-se a introducdo da subs-

tancia corante préviamente diluida em soro fisielogico
ou em #Agua distilada, por meio de injecdes gue podem
ser endovenosa, subcuténea, intraperitonial e endolin-
fatica, sendo a subcutanea a mais indicada por possuirem
08 corantes vitais do condrioma certo grau de texidez.

TURCHINI injeta o azul de metileno quimicamente
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puro em solucao a 1 p. 100 no saco linfatico dorsal do
Bufo Vulgaris, na quantidade de 1 e.c., com © objetivo
de estudar o condrioma das células secretoras do rim,
No dia seguinte sacrifica o animal e examina por esma-
gamento, entre lamina e laminula, pequenos fragmen-
tos do rim dilacerado. Simultineamente coloca peque-
nos fragmentos no seguinte liquido que fixa ao mesmo

tempo os tecidos e a coloragao:

gol. ag. sat. de acido pierico. .o vovenrersamerte 60 c.c.
tormol a 40 p. 100, ek e 20 c.c.
Sol. aq. sat. de molibdato de amoOneo.......--- 20 c.c.

Incluir em parafina e corar pela safranina. Os glo-
merulos apresentam-se incolores, os tubos com epitelio
em escova € 08 tubos com bastonetes apresentam ele-
mentos corados, com O condrioma (condriocontos ¢ mi-
tocondrios) corados vitalmente.

Tm outra técnica, TURCHINI e SLOBOZIANO pro-
vocam a coloracao vital do condrioma das células carti-
laginosas injetando 5 c.c. da solucao a 1 p. 100 de azul
de metileno no pulmao do cao. Sacrificam 0 animal ao
cabo de 6 horas e examinam as cartilagens brénguicas
em estado fresco e fixadas como NoO processo anterior.

Outro corante usado nesta técnica ¢ o verde Janus
que COWDRY, LACGUESSE e MICHAELIS empregam-
we em solucao de 1 p. 20.000 ¢ MONNE a 1 p. 10.000.

Como se vé éste corante atua em solucoes bastante di-

luidas e GUILLERMOND diz gue aste corante, coma.

[

o
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que se fixam no condrioma, é muito mais toxico
que os corantes do vacuoma.

. Os autores supracitados o diluem segundo o caso
'jia. <bro fisiolégico, no séro de RINGER e na agua do
mar.

BENSLEY em 1911 empregou pela primeira vez o
verde Janus para a demonstracao do condrioma pan-
creatico, com a seguinte técnica: injetou uma solucao
".de verde Janus B. em soéro fisiologico a 1 p. 10.000 na
aorta de um cobaio.

LEWIS acha igualmente o verde Janus muito toxi-
co para as células que morrem em poucos segundos,
mesmo na diluicao de 1 p. 200.000.

DEBEYRE cora simultineamente plastosomas e
graos de secre§éo com a mistura de verde Janus e ver-
meﬁm neutro.

GOLDMANN injeta por via subcutanea ou intra-
peritonial o azul tripan ou o azul pirrol em solugao aqiio-
sa a 1 p. 100 ou em solugao fi_siﬂlégica. Emprega esta
soluciio na proporcdo de 0,5 — 1 c.c. para cada 20 gra-
mas de péso do animal. As injecOes devem ser prati-
cadas com intervalos de 4 a 6 dias até que o animal
tome a cor azul. Fixacao em solucao de formol a 10 p.

100. Cortes por congelagdo ou inclusdo em parafina.

TSCHASCHIN administra o azul tripan por via in-

travenosa sem prejuizo para o animal, na proporc¢ao de
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ip 100 e na quantidade de 10 c.c. em sdro lisiologico,

de 2 em 2 dias, até que © animal tome coloraga
Para MOELLENDORFF a coloragdo com © azul tri-
por uma solugfo aguosa de =ubli-

o azul.

e

T

pan fica melhor fixada
mado a 6 p. 100 do gue pelo formol.

Igualmente injeta RIBBERT, por via infravenosa, o

azul tripan ou o azul pirrol.
ital, que consiste em estabelecer o

Na {écnica postv
m a peca extraida recen-

contacto da matéria coranie co
temente do animal podem ser empregaﬂos todos os co-
cantes do condrioma, sendo pnrém considerado o mais
oficiente o verde Janus B., que segundo POLICARD,
& o corante especifico, postvital do aparélho mitocon-
drial. '

COWDRY e outros emnprega

mento de tecido e algumas go

cando um frag
rante e no fim de 30 minutos eobrem com uma laminula

ho microscopio as partes verdes
do condrioma estho ou

m o verde Janus colo-
tas do co-

e, examinando periféri-
cas, verificam se 08 elementos
a aumentar &

+ao corados; caso nao o estejam aconselh

taxa da diluicao.
G titulos dds solucoes empregadas a0 0s Mesmos
indicados anteriormente.

A mesma técnica pode ser ceguida em
7o pode variar de 1-3 p. 100.

relacao aos

outros corautes, cuja diluic
11} Estudo do condrioma fixado e corado

a) — F i.xagﬁa
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. Os fixa’clares comumernite empregados em téenica his-

miﬁgica 450 servem para o estudo do condrioma, por

motivos que abaixo esclarecersmos.
. N4 fixacio do condrioma dois problemas se im-
poem: 0 d4 consérvacao ¢ b da insolubilizacao.

Por éste fato passou o aparélho mitocondsial por
muito fempo desapércebido, pois os fixadores habitual-
ménte usados, Zenker, Bouin, Flemming e outros, nao
apresentam as propriedades essenciais de que se neces-
sifamy para a sua fixagao,

Nestas condicdes FREMIET, MAYER € SCHOEF-
FER dsdolheram ¢ classificaram os fixadores do condrio-
ffia om trés grupos:

16 - Okiddntes — dcidos cromico e 6smico é bicromato dé

potassio.

90 __ Sals de metais pesades — mercurio, urdnio, cobre,
molibdeno, platina e ete, que precipitam os acidos
graxos e algumas de suas combinactes (fosfatidas)
soh a forma de sabdes insoliveis.

30 __ Formol de precipita além da albumina os complexos
de dcidos graxos ou de fosfatidas com os protidios.

Deve-se, desta forma, evitar os realivos que econte-
wham em sua férmula o acido acético, o alcool e o cloro-
férmio, substancias capazes de destruirem os complexos
lipo-proteicos, como no caso o condrioma.

MASCRE é de opinido que o acido fricloracético

pode fixar o condrioma desde que seja completada pelo

formol.
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Os fixadores do condrioma constituem, déste modo,
um grupo a parte, apresentando as duas propriedades
indispensaveis a sua fixacio: insolubilizacao dos lipdi-
des que entram em sua constituigao, para que mais tar-
de possam resistir & deshidratacao, e a conservacao dos
Mesmos.

Assim o acido ésmico atua sébre o condrioma trans-
formando os lipbides em corpos insolaveis no alcool, xi-
lol e cloroférmi e o formol como conservador.

Destarte os fixadores do aparélho mitocondrial de-
vem ser complexos.

A quantidade do fixador nao deve ultrapassar de

{"-‘&h 4 vezes o volume das pecas, que nao podem ter mais de

‘((2 a 3 milimetros de espessura, pois trata-se de reativos

p

‘i | :Etﬁu{,l) penetrantes.

”i‘ .: O tempo da fixagio oscila entre 24 a 48 horas e ge-

':;’ ralmente deve ser feita na geladeira (-4 4, + 8° C.).

mﬁﬁgﬁi PARAT divide igualmente &stes fixadores em trés
grupos: liquidos 6smicos, liquidos bicromatados sem aci-
do ésmico e formol; as misturas 6smicas ou bicromatadas
contendo sais de metais pesados (meretrio, urnio, ete.).

Misturas osmicas

Liguido de ALTMANN (1890)

Bicromato de potéssio a 5 p. 100, ..ot [
] &a
Acido 6smico a 2 p. 100...........0s R T

A solucdo de bicromato de potassio nao deve encer-




 mico deve ser feita nigua distilada e nao no 4cido cr- "

- mico.

| Liquido de CHAMPY (1911)
Bicromato de potdssio a 3 p. 100............ 7 partes
Acido erdmico a 1L p. 100, .. 00000 ccawvdaee T partes
Acido 6smico a2 P Y00 . ool idies s i 4 partes

Liguido de J. BENOIT (1922)

Bicromato de potassio a 5 p. 100.,.......... 6 partes
Acido 6smico a 2p. 100.......ccnuuain. i v O partes

Bicloreto de mercirio a 5 p. em solucio
i 12 Do [ o i M St S e R R O S e 5 partes
Nitrato de urdndo a4 p. 100 .o iaii o 4 partes

A taxa de cloreto de s6dio sera de 9 p. 1.000 para
os vertebrados superiores e de 6 p. 1.000 para os verte-

brados inferiores e os invertebrados; para os animais
marinhos, empregar agua do mar.
Este fixador & aconselhado por PARAT.
Misturas bicromatadas
Liquido REGAUD (1910)
Sﬂl. ag. de bicromato de potassio a 3 p. 100... 4 partes

HOrmol MentrD: Lo i siail e i e Tiia 1 parte
Liquido de HELLY ou ZENKER — formol (1904)
Bicloréto de merclrio: ... i v smsidansss 5 gr.
Bicromato de potdssio ... i P I B LA L -y i

Sulfato de sédio ... ... e R e s e 1 gr.
Apua-distilada . iuenidihe s TR A R 100 c.c.

No momento de ser empregado ajunta-se formol
neutro a 10 p. 100.

: Mol S
rar 4cido crdmico livre e, portanto, a solucao de acl{h B2y

‘..

=
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Liquido de ZENKER (1894)

Bicloreto TR L o R R il 5 gr.
PBicromato de DOTAREI0 o s Ve gws b dud TS 2 gr., b
Sulfato: de 86dio iy v dnd i irn S n iR T T T 1 gr
Kpua istilada i o staaiiRa SR R T 100 c.c.

fiste fixador deve ser Jsado sem a adigho do Acido

acélico.
Liguido de ORTH ou MULLER — formol (1896)
Bicromato de OLREETO + 4 ve o hanssis it 9 gr., 5
Sulfato de 860 . .ooaerers L e e Sk gr
Apua HRRGTRI L S e e L 100 e.c.

N6 momento de se empregar ajunta-se 10 p. 100 de

formol neutro.
Liquido de TUPA II
ol aq. de phieromato de potdssio a 9 p. 100... 80 partes

Formol neutro ...... S s s 20 partes

Nitrato de WPRRLMG, e Ve Ea F e R e .1 parte

Misturas formoladas

Liquido de TUPA 1

Formol a 20, 100 . ocintes e R T 100 partes

T T e e 1 parte
Liquido de MARQUEZ

Formol a 10 . ¥ e P S R e o 100 gr.,

Bicromato de POLASSIO . vu.es g T e 5 gr.

O formol empregado em citologia deve ser neuiro
constituindo desta forma excelente fixador. Pode-se em-
pregi-lo ainda em mistura com soro fisiolégico. E o
formol isotdnico, {ormula Otima para conservacao do

condrioma.
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b) — Mordentagem

Na técnica de coloragao do contrioma fixado, tem-se

~ de lancar mao de substincias que estabelecam entre os

. fizadores e os corantes as condicoes otimas para que o8

mesmos atuem de modo favordvel no conjunto do mé-
todo.
FEstas substéncias usadas em técnica laboratorial re-

cebem o nome de mordentes.

Constituem desta forma s mordentes, corpos que
servem de intermediarios entre o tecido a corar e o co-
rante.

MANN define a mordentagem como sendo um pro-
cesso de combinacao quimica entre dois corpos que nao

apresentam entre si afinidade de ordem quimica.
Em realidade, os mordentes sensibilizarm os tecidos

contraindo com éles uma combinacio estavel que exalta
a eletividade em face do corante, produzindo assim, um
precipitado que se cora bem e insolivel na dzua. For-
ma-se, por éste meio, entre o tecido, o mordente e o co-
. rante uma triplice combinacac corada, bastante estavel
para resistir aos agentes da descoloracao (acidos, élcool,

ete...).
Denomina-se pois, mordente, toda substéncia que

intervem seja refnrﬁar;ﬁ) as coloragdes seja tornando-
i
as possivels em outiros cazos.

Para o condrioma, aparélho delicado e de compo-
sicdo lipo-proteica, torna-se indispensavel a aplicacao
déste recurso técnico,
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Todos os processos de coloracao empregados para o
condrioma encontram dificuldades motivadas pelo em-
prégo de fixadores, dos quais a maior parte sao desfa-
voraveis a acio dos corantes e igualmente pela pouca
corabilidade dos seus elementos.

ﬁnpﬁem-se dessa forma, em técnica mitocondrial, o
emprégo dos mordentes gue tem por fim completar e as-
segurar os fenémenos de oxidacao necessarios para co-
rarem os lipidios do condrioma e tornd-los ao mesmo
tempo insolaveis.

Tomando-se em considerac@o 0s fixadores empre-
gados, assim como 03 corantes que posteriormente Serao
utilizados, dividem os téenicos a mordentagem do con-
drioma em trés tipos diferentes:

1 — Superfixacio — fste meio € empregado todas
as vezes em que 05 liguidos ¢smicos foram ou fizeram
parte da mistura fixadora utilizada. Nestas condigoes
deve-se superfixar durante 48 horas as pegas sem que
haja perigo, porque se pode corrigir esta superfixagao
pelo descoramento. Consiste éste processo em reoxidar
o osmio reduzido que se torna, dessa forma, novamente
solubilizado, ficando a preparacao descorada e capaz de

se deixar impregnar pelas materias corantes que mAais
tarde serdo usadas. A operagio ¢ rapida e consiste no
seguinte:

a) tratar os cories por alguns segundos pelo per-

manganato de potésio a 1. p. 100;

2
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b) lavar rapidamente em &gua distilada;

¢) descorar pelo acido oxalico a 4 p. 100;

d) lavar cuidadosamente em agua distilada.’

11 — Prost-cromizacio — Quando os fixadores tem
por base o bicromato de potassio ou o formol, a mnfcle_n-
tagem oxidante recebe o nome de post-cromizacao, por-
que ela se realiza por intermédio do bicromato de po-
tassio. . :
A técnica de BENDA e REGAUD consiste em ﬁéétw
cromizar a frio e por meio do bicromato de’ poteissic;- a
3 p. 100. Esta operacao, de tempo variavel, pode levar
de algumas semanas até alguns meses, por causa do fra-
co poder de penetracéo do hicromato. E igualmente de
dificil contrélo devendo-se, de vez em quando, retirar
um fragmento da peca em experiéncia para observa-la.
Alem dos inconvenientes citados, surge ainda o perigo
~da supercromizacao para o qual nao existe solucao por-
que acarreta a incorabilidade do condrioma. Para sa-
nar esta falha, DIETRICH - PARAT empregam para a

post-cromizagdo um processo derivado do de SMITH -
DIETRICH utilizado para os lipdides e que consiste no
seguinte: sem lavar as pecas, coloca-se-as, diretamente,
ao sair do fixador, numa solucio saturada de bicromato

de potassio, na estufa a 37 graus. O tempo desta ope-

racao varia de 12 a 48 horas no méaximo. Casos ha,

como por exemplo, nas células cujo condrioma esteja
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muito ativo, que se deve conduzir a post-cromizagio até B

72 horas.

Il — Mordentagent pelo mercurio de GOUG e
FULTON — Quando se deseja trabalhar com tecidos
ricos em liquidos ou com tecido conjuntivo, a post-cro-
mizacio pode endurecer demasiadamente as pegas, tor-
nando-as quebradicas e friaveis, devendo-se entao, nes-
tes casos, e apos a fixag@o pelo formol isotbnieco, usar a
mordentagem pelo liquido de GOUGH e FULTON, que

permite obter cortes finos e cuja formula € a seguinte:

Bigcetato de Mercirio ... coraremrrrreenss 3 grs.
Acido acético ...... G A i S 0,1 cc
Kgua: disthlada i aseiai ey e 100 cc

A quantidade de scido acético que figura nesta for-
mula é muito fraca para alterar o condrioma ja fixado;
sua presenca € necessaria para impedir a formacao de
sais basicos insoliveis.

¢) — Lavagem

fiste tempo de técnica € de importancia capital em
‘histelegia.

No caso do condrioma forna-se imperiosa a elimina-
cao -dos fixadores e ‘dos mordentes que deve .ser feita
por uma lavagem cuidadosa.

As pecas fixadas pelas misturas 6smicas e bicroma-
tadas devem ser lavadas em agua corrente e é necessa-
rio gue a mesma nao seja nem muito calcarea e nem

muito selenitosa, impedindo-se assim a formagao de de-

i
e
Ll
=
.}'{4.




P

. positos aderentes a superficie das pecas. O tempo da
Javagem devera ser mais ou menos igual ao da fixacao.

; - Para as pecas fixadas pelo sublimado corrosivo a agua
_deve ser levemente iodada, pois esta operagio tem por

fim transformar o sublimado corrosivo (insoliivel na
agua) em iodureto de merciirio (solivel na 4gua), tor-
nando-se em seguida indispensavel a eliminacao do iodo
por uma solucao de hiposulfito de sédio a 0,25 p. 100,
Enfim, a lavagem tem por objetivo retirar qualquer tra-
¢o de precipitado que sob a forma de poeira, de agulha
ou de granulacao possa prejudicar tanto & coloracao comao
também constituir artefato nos cortes,
d) — Inclusio em parafina

Para o condrioma esta operagao exige precaucoes
particulares. Assim, PARAT recomenda que a desidra-
tacao seja mais ou menos rapida, passando, no entanto,
os cortes pelas escalas sepuintes:

Aleool & 15 grans.. ..., 10 minutos

Alecool &4 40 graus...... 15 minutos

Aleool & 50 graus. .. .. . 15 minutos

Aleool 4 70 graus...... 30 minutos (iodar 15 minutos)
Alecool & 90 graus..... . 60 minutos

Alcool & 100 graus...... 2 horas (renovando o liguids)

OO s i e 2 horas (renovande o liguida)

Tolueno-parafina........ 2 horas

Parafina pura....... ... 2 horas

Seja 4 horas e 10 minutos para a desidratagdo e no
total 10 horas e 10 minutos para i6da a operacao.
e) — Coloracio
Cmo ja se disse, os fixadores do condrioma, pertur-
bam sobremaneira os processos de coloracao que o evi-
denciam. Nestas condicdes deve-se lancar mao de co-
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rantes regressivos poderosos, tais como: a hematoxilina
f&rrica, método de ALTMANN com fucsina jeida e aci-
do picrico, método de BENDA com alizarina € 0 cristal
violeta e outros. E no processo regressivo déstes mé-
todos que reside a evidenciacdo do aparélho mitondrial,
tornando-se, pois, necessaria longa experiéncia.
Matérias corantes

A relaciio das matérias corantes empregadas para
o condrioma € restrita. Tnire estas substéncias desta-
oam-ce as utilizadas pelos processos classicos de colora-

cao do referido aparéltho. Temos, anties de estabelecer-

mos os métodes iintoriais empregados, necessidade de
anotarmos agui as fsymulas dos principais corantes
usados.

Hematoxilina de KULTSCHITZKY (1889 )

Sol. Alcodlica de hematoxilina eristalizada a

10 o 100 vismava sy R - e R 10 co
Ac, acético cristalizvel, . cooevver i iinines 1 —2 ¢c
Agua distilada ..ovoieeaaneens RS 100 cc

Aguardar o amadurecimento.
Fuesina 4cida anilinada de ALTMANN (1890)
gpl, de fucsina scida ou rubina S, aeess 20 gramas

Agué anilinada gatutrada. coe et 100 gramas
ithGEEON aconselha empregar somente 10 gra-
mas da fucsina acida, dizendo que, em realidade, esia

5o se dissolve além de 5 a 6 gramas por cento.
A 4gua anilinada deve ser preparada com oOleo de

anilina recente e PARAT aconselha a preparacao da se-
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_'guinte maneira: dissolver 5 ce. de 6leo de anilina em
,' _.'1{1 c.c. de alcool absoluto e derramar aos poucos esta
mistura, agitando, em 100 c.c. de dgua distilada. Outro
~ processo consiste em se tomar 100 c.c. de agua e satu-
ré-la com 6leo de anilina, filtrando-o todo em papel de
filtro molhado. Qualquer que seja o processo de pre-
paracao deve-se deixar envelhecer e filtré-la IO Momen-
to do emprégo.

Hematoxilina acido fosfotiingstica de MALLORY

(1900)
Hematoxillng 7% .aie. o in il s T 1 grama
Acido fosfotGngstico......... A e e 20 gramas
A diatllade: _ o s SE g Tes it 1000 cc

Dissolver o acido fosfotiingstico e a hematoxilina se-
e paradamente em &gua distilada, sendo que a dissolucao
~ de hematoxilina deve ser levada ao fogo brando. Dei-
xar esfriar, reunir as duas solucées e completar 1000 cc.
Esperar algumas semanas para amadurecer. Necessi-
tando-se abreviar o amadurecimento basta adicionar
0,177 gramas de permanganato de potassio.
Cristal violeta de BENDA (1901)

Sol. saturada de cristal violeta no alcoo] g T0

BLOME .o o etim et od e R ST 1 parte
Alcool cloridrico ... ... SRR G v L et
Agua anilinada saturada .. ... ...l 2 partes

Misturar as substincias no momento de usa-las.
Para preparar o alcool cloridrico procede-se do se-

guinte modo:
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Agna Qsthada’ , yes de i na iy dpsdd .. 1 ST

Ac, cloridrico ..cveecaer oo ra s e 1:ce.
Hematoxilina de REGAUD (1910)

anl. aleoolica de hematoxilina cristalizada...... 10 ce.

2N Ty o b 17 RARECR e A S ane S SR N b s RDER

Agua distilada’ Lol iii i dedens sna e 80 ce.

Deve-se esperar a maturidade da solucio.
Safranina neutra, BENSLEY (1911)
A, Sol. agq. Saturada de violeta acida
B. Sol. ag. saturada de safranina 0 (basica).
"Prepara-se o corante, adicionando-se aos poucos a sol.
A & sol. B. Verifica-se, praticamente, o ponio de neutra-
lizacao da sol. B, gotejando-em. papel de filtro de quan-
do em quando, até que a mancha se apresente incolor
(prova da reacdo neutra da-sol. B). Filtrar.em papel

de filiro. O residuo do filtro deve ser abandonado até

que esteja completamente séeo, procedendo-se entdo.a .

extracao do, po do, papel de filtro e com o qual. se fara
wma solucdo alcoolica. saturada. de safranina neulra.

Cloro carmim. de HOLLANDE (1916)
A, Clorldrico . ...ivesessmersvimenpsnapmas 5 ce.

Carmim pulverizado n.® .40...... e A 14 gramas.

Mistura-se em cépsula de porcelana e reduz-se o
todo & uma massa compacia e homogenea, deixando 24
horas em: repouso.

CAjuntasse:

Agua distilada ..... b m e R A R “BH0-CC.
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Ferver durante meia hora,

Filtrar, completar o volume & 180 c.Cc. com agua des-

tilada, depoeis a 300 c.c. com alcool 4 75 graus.

Essa solugfio encerra mais ou menos 4.5 gramas de
carmim por cento. .

Estes sio os corantes mais usados em téenica mito-
~condrial. Qutros existem, assim como, as substinecias
que servem a diferenciacio e que deixamos para men-
ciond-las na desericiio dos diversos métodos que passa-
remos a relatar.

Métodos de coloragio

Varios s&o os métodos de coloracio empregados para
o condrioma, verificando-se no entanto, que a maior par-
te déles nada mais sdo do que modificagxes imprimidas
a0s processos classicos e que podemos dividir em trés mé-
todos distintos: método de ALTMANN, método de BEN.
DA e método de REGAUD.

L. — Método de ALTMANN — Data de 1890 eéo
brocesso mais antigo e de execugao delicada, razio pela;
qual sofreu vérias modificacoes. Sua téenica (DIE
ELEMENTARORGANISMEN, Leipzig 1890) consiste nio
seguinte:

a)  Fixacado na mistura de ALTMANN.

b) Lavagem em &gua corrente.

¢) Inclusiao em parafina.

d) Cortar (2-3 micra).

e) Colagem e desparafinizagio.
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f) Corar pela fucsina acida anilinada de ALT-

g)
h)

1)

MANN recentemente preparada, aquecendo-se,
levemente, até o desprendimento de vapores por
5 minutos, nao deixando secar a lamina.
Resfriar a preparacao.

Lavar em agua destilada e limpar a ldmina ao
redor do corte.

Diferenciar em solucio aleoblica saturada de ac.
picrico ao térco em Agua distilada, até que os
nticleos tomem coloracio amarela.
Desidratacio e montagem em balsamo séco, sa-
licilado. Os mitocondrios devem aparecer em
vermelho ou parpura sébre um fundo amarelo
e a coloracao nuclear se confunde com a do fun-
do. O método primitivo de ALTMANN sofreu

as seguintes modificagdes:

1.0 Modificacio de PARAT. — Este autor recomen-

da que durante a diferenciacio pela solucao alcodlica
sat. de ac. pierico, se verifique ao microscopio e com au-
xilio da glicerina o momento em que os nucleos apare-
cam corados de amarelo. Outrossim, aconselha substi-
tuir o diferenciador acima citado, pelo picro-indigo-car-
mim ou pela solucae alcodlica de aurantia a 0,5 p. 100,
achando que se obtem desta forma uma melhor colora-

cao nuclear. .

9.9 Modificacio de BENOIT.

a)

Fixar pelo liquido de BENOIT.
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Descorar si fér necessario.
Corar e difervenciar segundo ALTMANN.
Corar o fundo com o verde luz em solucio

aquosa diluida durante alguns segundos. PA-

RAT emprega o verde luz em soluciao hidro-

alcoolica.

e) - Deshidratar, bruscamente, pelo tolueno,
f)' Balsamo séco, salicilado (montagem ).
3.2 Modificacdo de BENSLEY. (American Journal
Anat. Vol. XTI, pg. 308, 1912).
a) Fixar durante 24 horas na mistura cromn--’frémi-
ca seguinte: .

Sol, ag. de bicromato de potdssio a 2.5 p.-100.. 8 ce.
A0IA6 OGO B 2 P00 1L s e et F

Acido acético glacial .........o0oviin i, I gota

b) Lavagem cuidadosa em agua corrente.

¢) Inclusdo em parafina.

d) Clarificar com esséncia de bergamota.

e) Cortar.

f) Desparafinar.

g} Lavar em agua.

h) Imersao por um minuto numa solucio de per-
manganato do potassio a 1 p. 100.

i) Descorar com uma sol. de ac. oxalico a 5 p. 100
durante um minuto, '

i) Lavar em agua.
k) Corar pela fuesina anilinada de ALTMANN.
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1) _ Diferenciar com uma-:aahigﬁa"aqumsa-ede verde
de metila a 1 p. 100.

m) Lavagem rapida'no alcool a 95 graus. Aleool
absoluto. Xilol.

n) Montagem no balsamo.

O uso do permanganato atenua a mordentagem pelo
seido Gsmico e o bicromato. O verde de metila d& con-
irastes mais delicados que 0 4eido pierico- e as prepa-
racoes sao mais duraveis gque as obtidas pelo método de
ALTMANN. .

40 Modificacio de BENSLEY - COWDRY. (1918 —
Contrib. Carnegie Inst. Washington).

a) Fixar pelo liquido de REGAUD.

b) Posteromar segundo DIETRICH - PARAT.

¢) Corar segundo ALT MANN.

d) Diferenciar pelo verde metila a1 p. 100 duran-

te alguns segundos.

e) Deshidratar, Lruscamente, pele: tolueno.

f) Montagem com 0 palgamo oxidado:de MASSON.
| GOUGH e FULTON coram por &ste processo, apos
fixacao pelo formol isoténico e mordentagem pelo ‘mer-
eurio.

5.0 Modificacio de KiiLL-CHAMPY. (1913 —
Anat, Anzeiger — Vol. XLI):

a) Fixar pelo liguido de CHAMPY.

b) Corar segundo ALTMANN:

¢) Corar o fundo pelo - azul de toluidina’' ou pela




d)

e}

e YO

tionina-a 0,5 p. 100 em dgua distilada: durante
1 ou 2 minutos.:

Lavar, rapidamente, em agua distilada..
Diferenciar pela aurantia a 0,5 p. 100 na alcool
a 70 graus.

PARAT. inverte os tempos: diferencia -a principio

pela aurantia levando em seguida a preparacido ao mi-

croscopio (montada em glicerina) para depois’ corar a

cromatina pelo azul de toluidina, aconselhando dste Dro-

cesso para-os érgaos hematopoidticos:

f)
g)

Deshidratar, bruscamente, pelo tolueno.

Montar no bélsamo oxidado de MASSON.

A coloracio geral do corte & violacea, o condrioma

purpura, a-cromatina azul e o fundo amarelado ou es-

verdeado;
6.2 Modificacoes de VOLKONSKY.

Primeiro processo:

aj)
b)

c)
d)

f)

Fixar pelo liquido de HELLY,

Posteromar segundo DIETRICH - PARAT.
Corar segundo ALTMANN.

Diferenciar pela aurantia segundo KULL, con-
trolando ao miscroscépio (montagem extempo-
rﬁ.neﬁ na glicerina e exame de imersao).
Lavar em agua distilada,

Fixar a fucsina cida no condrioma pelo ac. fos-
fomalibdico 'a 1 p. 100, durante um minuto.
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g) Corar o fundo pelo azul policromo de UNNA
e diferenciar pelo tanino-orange.

Segundo processo: Este processo difere do métedo
primitivo de VOLKONSKY pela composicao da solu-
cio fésfomolibdica e do corante de fundo.

a),b),c) ed) semelhantes aos tempos do primeiro

pProcesso.

e) Lavagem rapida em &gua distilada.

f) Fixar a fuecsina acida no condrioma fazendo

atuar por 3 a 5 minutos a seguinte solucao:

Ac, fosfomolibdico o.vaerinns A M Pk 1 grama
b P Ta ¢ 11 | SR P 10 cc.
Agus distiladal .. oicni s i et a0 ce.

Podemos se a diferenciacao f6r muito bruta empre-
gar a mistura especial de VOLEKONSKY que da ao mes-

mo tempo a diferenciacio e a fixacao da coloracao:

Ac, fosfomnolibdico ..ovuiiiiiriieiaraes 1 grama
AUTATHR sv. vis sni saswssasnstrssaasronr (0,25 gramas
Alcool 2 95 ErausS...ceesseesssrrsresanaens 25 o,
Soda normal ... .eiievaaiir e L il 10 cc.
Agua distilada .....oieieiiiiiraene 65 ce.

Dissolver o ac. fésfomolibdico em 10 cc. de soda adi-
cionado em 30 cc. de dgua distilada. Dissolver a parte
o surantia no alcool diluido em 35 cc. de agua distilada.
Aguecer para ativar a dissoluco, depois misturar ambos
os liquidos.

g) Lavar cuidadosamente.

h) Corar o fundo durante 10 - 15 minutos pelo azul
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de VOLKONSKY:

Violeta de metileno... .. ... ..... ... ... .. 0.4 gramas
s ¢ R P AT P T 0.1 gramas
Carbonato de potdssio.. ... .. ... e Teee ol 0,1 gramas
LT SR S A I AR I A a0 cc.
Agua distilada LTI T S S A S | 5 '\

i) Lavar em agua distilada,
i) Diferenciar pelo tanino-orange de UNNA.
k) Lavar em agua distilada.
1) Deshidratar, bruscaﬁlente, pelo tolueno.
m) Montagem em balsamo oxidado de MASSON.
1.° Modificacdo de VOLKONKY - PARAT, (1926).
a) Fixar no liguido de HELLY de 4 a 12 horas.
b) Posteromizacio na estufa a 37 graus em solu-
¢ao aquosa saturada de biecromato de potissio,
de 12 a 48 horas.
¢) Lavar em 4gua corrente de 12 a 16 horas,
d) Inclusio em parafina.
e) Cortar (3 micra no maximo),
f) Corar pela hematoxilina de REGAUD ou me-
lhor pelo processo de VOLKONSKY.
Lste processo dé étimos resultados, sobretudo, apés
0 uso das misturas bicromatadas e da postcromizacao,
8. Modificacio de HOLLANDE. — Neste processo
a acao do ac. fésfomolibdico e a coloracio de fundo pre-
cedem a diferenciacio. Para éle o orange G substi-
tue a aurantia.
a) Fixar pelo liquido de BENOIT durante 4 dias.
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b) Mordentar diretamente no formol a5 p. 100,
durante 12 horas.

¢) Corar segundo ALTMANN,

d) TFixar a coloracio pelo dcido fésfomolibdico a
0,5 p. 100, durante 5 minutos.

e) Lavar em agua distilada.

f) . Corar o fundo pelo azul de metila.a 1 p. 100,
2 minutos.

g) Lavar em agua distilada.

h) Diferenciar no orange G em saturagio no al-

cool a .80 graus de 15 a 30 segundos.

‘@’fmf* N J% Lavar em agua distilada.

; r:“ “{trﬂm(} dlluldﬂ a1l p. 100 e corar durante 5 minutos, ob-
o o & tvendcn-qe desta forma resultado analogo ao.processo de
™ VOLKONSKY.
9.° Modificacio de J. BAKER e M. THOMAS. (BA-
KER — Cytological Technique, 1933). Propoe a se-
guinte modificagao:
a) Fixar em partes iguais de bicromato de potas-
sio. a 3 p. 100 e ac. 6smico a 2 p. 100 durante 4.
dias ou por um dia e postcromar por 3 dias so-
mente em biecromato de potassio.
b) Lavar uma noite em égua corrente.
¢) Cortar (5 micra ou menos),
d). Corar pelo ALTMANN por um minuto.
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+e) Esfriar por 5 minutos.

f) Lavar em #gua distilada.

0

g) Imersiao no soluto de ac. pierico: preparado da -
seguinte maneira:

Sol. aleodlica sat.de. ac..picrico............. 20. partes
Sol. de alcool a. 20 p. 100 ....... Lk i oo 8B0.partes

O descoramento inicia-se mais ouw menos: rapidamen-

te. +Apds meio minuto examinar a0 microsedpio.

Os. nicleos devem apresentar-se nitidamente ama-
relados: e-0s mitocondrios vermelhos. Se a diferencia-
¢ao. esta quase completa passar a preparagio-por uma
solugdo mais fraca de ac.. picrico:

Sol. sat. de ac. picrleo............... . v 10 partes
+Sol. de aleool-a 20 p. 100, ... P e e B0 partes

h) Lavar em dgua distilada.

i) Deshidratacio brusca em alcool a 70 p. 100, em
alcool 90.p..100 e. alcool absoluto: {neste por 2
‘minutos)- entdo no- xilol.

1} Montagem no bhéalsamo.

10.° Modificacio de MAXIMOW (C."R. SBoc. Biol,,
Paris, vol.' LXXIX, pg. 462).

a) Fixar no liquido de CHAMPY.

'b) Lavar em agua corrente.

‘'e) Tratar pela seguinte mistura, durante 24 horas:

Ec/omomied Bpuao0 .0, i el l:parte
Ac. acéticorglacial ... o 2 partes

d) Lavar em dgua corrente por uma: hora.
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e) Colocar numa solucao de bicromato de potassio
a 3 p. 100 durante 3 dias.

t) Lavar em édgua corrente.

g) Corar segundo ALTMANN.

h) Diferenciar pela aurantia.

i) Corar o fundo pelo azul de toluidina.

II. Método de BENDA — (Verh. Anat. Gesellsch.,
1901; Ergebn. d. Anat. und Entw., Vol. XII, pg. 702 ¢ ou-
tros lugares) — Nao é de constincia absoluta além de
longo e dificil, porém, em caso de éxito, as imagens sao
admiraveis e as preparagoes tem maior durabilidade do
que as obtidas pelo método de ALTMANN.

A. — Endurecimento:

a) Fixar por 8 dias, os fragmentos de tecidos (o

quanto possivel pequenos e frescos) no liquido

de FLEMMING:
A etamics-a -1 DI s et e e Y e T 15 ee.
Ko demmieo- 8 2 P T cis ke s e bie S iaiei b e 4 cc.
Bl BRI i e en s T b 1 cc.

b) Lavar em agua por uma hora.

c¢) Tratar pelo espace de 24 horas pela seguinte

mistura:
Ac, pirolefthoso retificado . .oviiviivviiiivne, 1 parte
Al Cromied 1 - Dol Gt St s i s 1 parte

d) Mordentagem por 24 horas na solucao de bi-
cromato de potassio a 2 p. 100.

e) Lavar em agua corrente por 24 horas.
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f) Deshidratar na série ascendente de alcooes,

g) Incluir em parafina,

Note-se que os fragmentos sp apresentam apo6s o
endurecimento com coloracio doirada clara, nao sendo,
sensivelmente, enegrecidas pelo ae. Osmico, A inclusao
em parafina deye-ge seguir imediatamente, Deve-se

também evitar um estagio demorado no alcool absoluto.

B Coloracio:

a) Cortar (5 micra mais ou menos),

b) Colagem do corte sébre laminuyla,

¢) Desg parafinizacio,

d) Lavagem em agua corrente.

e) Mordentagem vela solucao de alumem de ferro

a 4 p. 100 por 24 horas.
f) Lavagem em agua.
g) Corar imergindo a laminula na seguinte solu-
cao:

Sol. ale. sat. de sulfalizarinato de sodio, ., R
Agua distilada . e R I e 80 a 100 ce,

na qual permanecerio por 24 horas,

h) Lavagem cuidadosa, para desembaracar o corte
da matéria corante, colocando g breparacao num
cristalizador de fundo chato,

I) Secar com papel de filtro,

i) Corar 3 quente, até o desprendimento de va-

Pores durante 5 minutos, colocando og cortes
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nam vidro de relégio com a- seguinte solugao

preparada no ato de usar:

anl. de eristal violeta saturada-a frio no alcool

S TUBIAUE ve - monesiiinntrads hais efesdvud o 1 vol.
Aleool clorldricn «..vveeeiiiiieiaaai i 1 vol.
Agua AnilnEda . .caeenenirs e iiee 2 vol.

k) Esfriar, deixando agir o corante por 5 minutos.

‘1) " Secar co mpapel de filtro.

m) Diferenciar pelo ac. acético a 30 p. 100, I minuto

n) Secar. '

o) Passar pelo-alcool:absoluto, até gue ‘éle quase

nao mais se iinja.

p) Xilol

1) Meontagem no- balsamo de- Canada.

O momento mais delicado do processo & o:banho no
aleool absoluto. Exagerado, os graos dos filamentos se

descoram . completamente devendo-se recomegar -a ope-
racio desde j) apds retirado o balsamo pelo xilol. . In-
suficiente, estando corados. outros elementos, procedere-
mos..a_diferenciacéo pelo creosoto ou melhor pelo cres-
soto adicionado ao xilol para mederar. a agao daquele.
Segundo FRITSCH, se empregado um bom alcool ab-
soluto podemos montar, diretamente, a laminula no bal-
samo.

Nas boas preparacoes, os mitocondrios aparecem ni-

tidamente limitados e corados em violeta intenso. O
protoplasma e o mniicleo apresentam-se pardo averme-
thados,
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S Modificacdo de MEVES o DUESBERG (1908). Re-
fere-se, principalmente, a coloracao. Atg g coloracio
pelo sulfalizarinato de sodio, inclusive, assemelha-se ao
método original. Dai seguiremos;
- a) . Lavagem em agua distilada,
b) Corar a Preparagao colocando-a numa placa da
Pétri na qual foi bosta a mistura em partes
iguais da solucdo de cristal violeta de BENDA
e agua, aquecendo até desprender vapores e
deixando entio esfriar por 5 minutos,
¢)  Lavagem répida em agua distilada,
~d) Diferenciar no. ac. acetico a 30 p. 100 por 1 a
2 minutos,
e) Lavar em &gua corrente por 10 minutos mais
‘Ol menos para eliminar todos og tragos do dcido,
1) . Secar pelo papel de filtro.

) Deshidratar, cautelosamente, pelo alcool abso-

i !

- Tuto,
h) " Tratar pela esséncia de bergamota,
i)« Xilol.

j) “ Montagem no balsamo,

L Método de REGATD (Arch, d’Anatomie mij-
eroscopique, vol. II, 1910), — % método mais simples
e talvez 0 mais seguro das técnicas mitocondriais. 1
particularmente recomendével.

~a) Fixar os fragmentos durante 4 dias na solucao

- seguinte;
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Sol. ag. de bicromato de potissio a 3 p. 100.... 20 cc.

Forimol .oi e erpassnessrotannssiadsamsssna o Ce.

O fixador enegrece rapidamente devendo ser reno-

vado diariamente,

b)

¢)

d)

£)

g)

h)

A

Mordentagem na seclugio aguosa de bicromato
de potassio a 3 p. 100, renovando o liquido t6-
da sas 48 horas, assim por uma semana.

Lavar em agua corrente durante 24 horas.

Inclusao em parafina.

Cortar.

Os cortes sio mordentados com uma solucao

aquosa de alumem de ferro a 5 p. 100 na estufa

a 37 graus C durante 24 horas.

Lavagem répida em agua distilada.

Corar na seguinte solucao, por 24 horas:
Hematoxilina cristalizada ........co0onies 1 grama
Alcool absoluto .. veveerererreanersensaaa. 10 €0
GHEOTINA +er vairinrerenrnnornrnnrnnaeneesne. MO0
Agua distilada ... 80 ce.
glicerina e a dgua nao devem ser misturadas se-

nao apés dissolucao completa da hemotoxilina no alcool.

Esperar o amadurecimento da solucao (algumas sema-

nas).

tes.

Podendo-se usi-la muitas vezes sem incovenien-

Antes da coloracio, deve-se lavar a preparagao cui-

dadosamente pela agua distilada, para evitar uma preci-

pitacio muito densa da laca ferrica. Por outro lado nao
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Javar demasiado, sob pena de eliminar o mordente,
um artificio de téeniea que a experiéncia confere.
i) Diferenciar sob o controlo do m.icr-uscdpio com
uma solugao de alumem de ferro a 5 p. 100,
i) Lavar em agua corrente por meia hora,
k) Deshidratar.
1) Clarificar.
m) Montar,
Os mitocondrios aparecem corados de azul escuro,
Mas, ha outras inclusoes, nio pertencentes ao aparelho

mitocondrial, que também sao evidenciadas,

Modificacao do método de REGAUD por PARAT,

— PARAT aconselha:
a) Fixar pelo REGAUD durante 24 horas em ge-
ladeira, renovando o liguido no caso de se tur-

var,

b) Sem lavar, posteromisar segundo DIETRICH .
PARAT,

¢) Lavar em agua corrente, por 12 a 16 horgs,

d) Incluir em parafina,

e) Cortar (2 5 5 micra ),

f) Mordentagem dos cortes pelo alumem de ferro
a 3 p. 100 durante 24 horas.

g) Lavar em agua distilada,

h) Corar na hematoxilina de REGUAD por 24.
horas.

i) Diferenciar no alumem de ferro g 3 p. 100 ob-
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1)
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servando ao microscopio sem se preocupar com
o descoramento dos nucleos.

Lavar em égua distilada.

Deshidratar,

Meontar em balsamo.

As coloracoes assim obtidas sao muito estaveis.

Além dos métodos expostos existem outros que me-

recem igualmente atengiio e que passamos a enumerar.
Método de COWDRY. — (Bibliographie anatomi-
que, vol. XXIII, 1913).

a)

b)
c}

Fixacio no liquido de BENSLEY por 2 a 16
horas.

Lavar em édgua distilada por uma hora.
Deshidratacio cuidadosa na série de alcooes

crescentes: 50 graus, T graus, 96 graus e abso-

Juto. Em cada alcool deixar os fragmentos pelo

espaco de 24 horas.

Clarificar pela esséneia de bergamota..

Ineluir em parafina.

Cortar.

Desparafinar.

Lavar.

Passar por uma solucio saturada de acetato de

cobre por 5 minutos.

. Lavar em agua distilada muitas vezes renovada,

por um minuto.

Corar um minuto pela solucao aquosa de he-
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matoxilina a 0,5 p. 100 Partindo de uma solugio
alcoolica perfeitamente amadurecida,
1) Lavar em agua distilada,

m)  Passar em uma solugdo aguosa de cromato de
Potdssio neutro g 5 p. 100 até aparecer colora-
¢a0 azul carregada o que acontece ao caho de
1 minuto majs ou menos. Ficando azul-claro,
lavar rapidamente em dgua distilada e recome-
far muitas vezes como precedentemente, até
surgir a coloracio carregada,

n) Lavar em agua distilada,

a) Transformagéu em laca cupriea s'Passando a pre-

paragao, Rovamente, na solugiao de acetato de
cobre,

p) Lavar alguns minutos em 4gua distilada.
q) Diferenciar, sob g controlo do mieroscépio, com

a seguinte solucéo:

BORSKs 0.0 00 ol i N SR ) 4 gramas
Ferrocianursto de potissio’ | ., b 5 gramas
. Agua distilada , .. EA R R 600 ce,

r) Lavar em agua mineralizada por 6 a 8 horas,
s) Deshidratar,

t) Clarificar,

u) Montar no balsamo.

Pode-se igualmente usar como fixador a mistura de

ALTMANN.

Método: de BIHRIC-H—PAHAT-KULTS CHITZKY.



— 120 —

a) Fixar no liquido de HELLY de 2 a 6 horas.

b) Postcromar segundo DIETRICH-PARAT.

¢) Lavar em agua corrente.

d) Corar pela hematoxilina de KULTSCHITZKY
durante 24 horas na estufa a 37 graus.

e) Diferenciar na mistura horax-ferrocianureto de

WEIGERT:
RBorato de s8dio ......cciiiiiriiiandianna 2 gramas
Ferrocianureto de potassio ............... 2,5 pramas
Agua distilada ......ooiiiiiiiin e 1000 cc.

f) Lavar em agua distilada.

g) Deshidratar e montar no balsamo.

Método de J. MARQUEZ (C. R. Soc. de Biol. —

CXII, 1933, pg. 1056, Paris).

a) Fixacao: de preferéncia liquido de CHAMPY
ou ZENKER sem acido acetico.. De 24 a 36 ho-
ras, segundo o tamanho das pegas.

b) Lavagem em agua corrente por 24 horas.

¢) Deshidratacao.

d) Inclusdo na parafina.

e) Cortar (3 micra).

f) Colagem e desparafinizagao dos cortes.

g) Colodionagem segundo REGAUD.

h) Colocar as laminas em frascos de Borrel cheios
de licor cromo-ferrico, deixar de 24 a 36 horas
na temperatura do laboratério e na obscuridade.

i) Lavagem em agua corrente por alguns minutos.
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Observa-se, nitidamente, que os cortes tomam
coloragao amarela o que indica o tempo da cro-
magem,

i) Colocar as laminas, agitande-as, numa solucao
de alumem de ferro de 10 a 12 p. 100 para eli-
minar o excesso dos siis de cromo e dissolver
0s pequenos cristais que porventura existam na
preparacao.

k) Lavagem em &4gua corrente por alguns minutes.

1) Corar durante 18 a 24 horas na hematoxilina

do mesmo autor, cuja fé6rmula é a seguinte:

Hematoxilina cristalizada ..,....... . .. .. 1 grama
Aleool absoMato ....oiiviuiiiis il 20 gramas
Glicerina .. ..., e A A R A 20 gramas
T s 60 gramas

m) Diferenciacdo no alumem de ferro a 2 p. 100,

cuidando ao microscépio.

n) Deshidratacio e montagem no balsamo do Ca-

nada.

O que se verifica de original neste método & o pro-
cesso de mordentagem pelos sais de cromo, formando,
como se sabe, um composto cromo-lipidico que favorece
a coloracao. Nestas condigbes o autor oferece o licdr

eromo-férrico (do tempo h) — ) cuja férmula é a se-

guinte:
Alumem de cromo ......... ... tersesenaa. 10 gramas
it vty I I S 10 gramas
Bicromato de potassio ........ TR ... 10 gramas

Agua distilada ... ..o 100 gramas



— 122

'E_fépara-se triturando num gril os cristais dos alu-
mens de cromo e de ferro e o biecromato de potassio.

Apo6s pulverisacio é lancado todo em um frasco on-
de se adiciona agua distilada e agita-se até a dissolugao
completa, que é facil. Filira-se. O licdr apresentia cor
escura como tintura de café. Sua conservagio € longa
desde que seja conservade em lugar fresco e na obscu-
ridade. Antes de ser usado deve ser agitado e filirado.

Método de MEVES (1908).

a) - Fixar no liquide de FLEMMING. -

b) Inclusao em parafina.

¢) Coloracao pela hematoxilina férrica de HEI-

DENHAIN.

Os mitocondrios apresentam, bem: como-os nicleos,
coloracao escura.

Além dos métodos citados existem outras cujas mo-
dificacoes sao de pequena significacho técnica, tais-eomo
os de: SCHRIDDE, RUSSEL, tricrdmio de CAJAL, ME-
VES 11, LEVI e outros.

IV) Estudo do condrioma pelas impregnacoes metdlicas
Emprega-se, em citologia, a prata sob irés formas:
Nitrato de prata, RAMON Y CAJAL
Carbonato de prata, DEL RIO HORTEGA
Complexo de prata amoniacal, BIELSCHOWSKY-

FONTANA.

Todos estes processes derivam do método primitivo

de RAMON Y CAJAL, publicado em 1903.



mente fixados ou 0s-cortes, por uma solucio frace e

nitrato. de prata e reduzir o metal por redutores foto-
graficos como a hidroguinona ou o pirogalol. Fixa-se

em seguida com ou sem viragem prévia, ao ouro. Re-
presentam estes meios, processos valiosos para o estudo
do tecido nervoso para o qual foram idealizados e apli-

cados.
Com os progressos da téenica moderna seus hori-

zontes tornam-se mais amplos, servindo também hoje,
para a evidenciacio dos elementos ecitolégicos como o

vacuoma e o condrioma,
Entre os métodos de impregnacio metalica desta-

cam-se neste setor do laboratério oz de ACHUCARRO
e DEL RIO HORTEGA que sao aplicados em citologia
com resultados satisfatéricos,

Método de ACHUCARRG modificado por DEL RIO
HORTEGA (1916 — Trab. Lab. Investig. biol. Madrid,

XIV, p. 181; XV, 1918, p. 375).
O principio do método devido a ACHUCARRO é o

seguinte: as pecas fixadas ao formol e cortadas por con-
gelagio, sao mordentadas pelo tanino e depois impreg-
nadas pelo complexo amdnio-argentico de BIELSCHO-
WSKY e reduzidos pelo formol alcalino. A técnica é
a seguinte: '
a) Fixar pequenos fragmentos no formol a 20 p.
100 ‘durante 2 a 3 dias. Alealinisar pelo amo-
niaco até obter reacgio bésica ao tornasol.
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b) Cortar por congelacio (10 micra).

¢) Fazer atuar o mordente durante 10 minutos (sol.
aq. de tanino a 10 p. 100 aquecido, até o apare-
cimento de vapores).

d) Deixar esfriar o corte.

e) Lavar em agua amoniacal.

£) Impregnar no complexo argentico de BIEL-

SCHOWSKY diluido (3 a 4 gotas para 10 ce.
de agua distilada), até que a substineia branca
comece a se corar.

g) Reduzir ao formol a 20 p. 100 alcalinisado.

h) Lavar, deshidratar e montar em balsamo.

O outro processo que é o de DEL RIO HORTEGA,
deixamos para expdr na parte referente as técnicas pm;
nos escolhidas para a evidenciacio do aparélho mito-
condrial,

Causas de érro em técnica mitocondrial.

1 — Todo o traumatismo dos 6rgaoes no momento
da extracado deve ser evitado, sob pena de des-
truicao do aparélho mitocondrial.

2 — Evitar que as pegas fiquem por muito tempo
expostas ao ar nas mesas de necropsia, fator
que pode prejudicar a morfologia dos condrio-
somas. |

3 — As variacoes osmoticas sdo igualmente preju--
diciais conforme ja dissemos anteriormente.

4 — Na impossibilidade de fixar as pecas imedia-
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tamente, devem.ge conserva-las na geladeira’
tendo o cuidado de relirar com navalha hem
afiada a superficie de contato da mesma com
0 vaso, antes de colocd-la ng reativo fixador,
5 — Gera]ment@, as células dag camadas mais pro.
fundas dos Orgaos, nio ficam bem fixadas e
varios tipos de artefatos podem-se apresentar.
6 — Os Processos de mj fixacao, de mordentagem
incompleta e de excessivy di_fe:ren{:iagiin dos

corantes podem reduyzir 0 nimero de condrio-

7 — O ntimero dos condriosomas nzg sofre aug-
mento pelos defeitos de técnica.
8§ — A fixacao incompleta tra ainda a transformna.

¢ao morfolégicy dos elementos do condrioma.

e Py fe Experimental s
Partindo das concepeoes, tecnicas e conclusdes z

que chegaram og diversos autores 5 respeito do aparélho
mit&cnndrial, Iam;ama-nc-s, haturalmente, g0 seu estudo,
dada g sua grande importincia em citologia moderna,

Orientamo-nos em Primeiro lugar, pelas investiga-
¢Ges e téenicas consideradas classicas neste ramo da his.
tologia contemporanea e em segundo lugar interessoy.
nos, sobremodo, g investigacao do condrioma em células
Cuja presenca ji ests perfeitamente estudada, para, em
seguida, nos transportarmos g sua verificacao em Zonas
anatémicas cuja bresenca e fungbes nao estio ainda bem
esclarecidas,
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Destarte, tomamos como ponto inicial, a escolha dos
animais e a das técnicas que deveriamos seguir.

Entre os animais de laboratorio, escolhemos o co-
baio, o coelho, o ecamondongo branco, o cao e o gato.

Em relacfio as técnicas, podemos declarar que em
sua totalidade nos passaram pelas maos, apresentando
umas, vantagens iniciais que se desfaziam em obstaculo
no término de seus tempos essenciais, ao passo gue ou-
tras, aparentemente dificeis tornam-se, no entanto, com
o emprégo de ecertos recursos téenicos, mais faceis, mais
simples e de resultados praticos mais evidentes.

No estudo sistemético do condrioma, tendo como
ponto de referéncia os trabalhos publicados e relatados
por nés em paginas anteriores, praticamos, simultanea-
mente, a sua pesquiza nas células em aparente repouso
e em plena atividade funcional.

Nestas condicoes, tivemos a oportunidade de obser-
var.o condrioma hepatico em animais postos em jejum,
em alimentacio comum e em alimentacao especial.

Fizemos, igualmente, o estudo do condrioma renal,
cujas carateristicas de forma, de localisagao na célula
e de’ distribuicio nos tubos deixaremos para assinalar
mais-adiante.

As téenicas que, como acabamos de verificar, sao nu-
merosas e entrelacadas umas com as outras pelas mo-
dificagoes imprimidas, ora em relacdo aos fixadores, ora

aos diferenciadores e, finalmente, as coloracdes.
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Sao tédas elas, conforme os seus autores, boas, mas,
naturalmente, em suas maos mais experimentadas, pela
férea das repeticdes em suas manipulacoes,

~Além da escolha dos animais e da andlise meticulo-
sa das técnicas preocupamo-nos com o método de in-
vestigagao biolégica a que nos bropuzemos realizar,

Para tal, executamos em nossas pesquizas o estudo
do condrioma vivo sem coloracio, o estudo do condrioma
em coloracao intravital, o estudo do condrioma em ¢o-
leragao supravital, o estudo do condrioma fixado e co-
rado e o estudo do condrioma mediante o uso das im-
pregnagoes metilicas,

Material de estudo.

1.9 — Animais: camondongo, branco, cobaio, coelho,

gato e cao,

2.° — QOrgaos: figado, rim, pancreas, ‘ovario e tes-

tieulo.

3.0—Fixadores : BENOIT, TUPA I, TUPA I,

ORTH sem sulfato de sédio e formol isotdni-
co a 10 p. 100.

4.2~ Corantes:” Fuesina acida anilinada de ALT-
MANN, Verde de metila, Azul de toluidina e
Azul de metileno.

2.9 — Diferenciadores : Aurantia e Orange G,

6.° — Redutor: Formol a 1 p. 300.

7.2 — Impregnadores: Carbonato. de prata amonia-

cal e o cloreto de ouro,
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Métodos e técnicas.
Estudo do condrioma vive sem coloracdo.

As nossas observagoes acérea do condrioma em es-
tado fresco foram praticadas principalmente na célula
hepatica, cuja riqueza em condriosomas, facilita a inves-
tigacao.

Apos a morte do animal por pancada na cabeca,
abertura da cavidade abdominal com todos os cuidados
de técnica e a retirada de finas laminas de tecido hepa-
tico por meio de gilete nova montada em pinca hemos-
tatica colocadas as mesmas entre lamina e laminula com
algumas gotas de sdéro de Locke tépido, exercendo-se
leve compressao sdbre a laminula, levamos ao exame
microscopico praticado, simultidneamente, com luz dire-
ta e com luz transmitida, fundo escuro.

Em ambos os processos tivemos oportunidade de
verificar o aparélho mitocondrial em estado vivo repre-
sentado em algumas zonas por granulacdes, mitocdéndrios
que bem se assemelham a pequenos cocos ora agluti-
nados, ora isolados deslocando-se na parte liquida da
preparagao e vendo-se que de fato éstes pequenos corpus-
culos nao possuem movimentos préprios, mas se trans-
portam, por meio das correntes fluidas que se originam
no preparado, para os diversos setores do campo micros-
copico.

Observamos, igualmente, alojados em pleno cito-

plasma hepatico mitocondrios e condriocontos, estes ul-



sideratum o verde Janus B que, conforme j& nog pro-
nunciamos péaginas atraz, é o melhor corante vital de
condrioma, Ng entanto, percorrendo g lista das subs-
tancias tintoriajs Possiveis de serem aplicadas neste pro-
Cesso experimental, encontramos entre outras, o azul
tripan, considerado um dos melhores corantes acidos

para técnica intravital. Efetivamente, og resultados por
hos aleancados, foram de real valor no que diz respeito

a0 rim e demonstraram completa tolerdncia Por parte
do animal, parecendo-nos que nio ge trata de corante
de toxidés elevada,

Empregamos a téenica indicada por GOLDMANN
(ROMEIS Guia-formulario de TECNICA HISTOLG.
GICA, 1928, paragrafo 465) que executamos do seguin-
te modo:

Preparacio do corante: dissolvemos 1 grama de azul
tripan em 100 ce. de sbro fisiolégico. Filtramos e auto-
clavamos a 120 graus durante 15 minuios. Conserva-
mo-la na geladeira. fiste cuidado ¢ indispensavel pois
esta solucao corante esta sujeita 3 alteracées de ordem

coloidal gue tornam @ corante muito téxico, Mesmo
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conservando-a em baixa temperatura ela nao deve ul-
trapassar de trinta dias a coniar da época da sua pre-
paragao.

Emprega-se-a na proporcao de 0,5 a 1 cc. para cada
20 gramas de péso do animal.

 Téenica das injecoes: Inoculamos 0,5 ce. da solu-
ciio corante por via subcutdnea no abdome de camon-
dongo branco pesando 21 gramas, repetindo a inocula-
¢ao cada cinco dias até perfazer o total de sete injegoes.

Algumas horas: apos a primeira inoculag@o obser-
vamos que o camondongo ja apresentava a pele ligeira-
mente azulada, coloracao que foi aumentando de inten-
sidade & proporcao que se rendvavam.as injegoes, che-
gando no final com coloracao azul intensa que se perce-
bia, principalmente, nas zonas em que os pélos sao me-
nos densos como cauda, orelhas, patas, ventre e focinho.
No resto do corpo, zona de pélo mais denso, era preciso
afasté-los para se verificar que, igualmente, a epiderme
se. achava corada. .

Acresce salientar que importante tempo de- técenica
é o intervalo de 24 horas que deve mediar entre a. qlti-
ma inoculacao e a morte do animal,

Extracio e tratamento das pecas: Isto feito, sacri-
ficamos o animal por pancada na cabeca e apds aber-
tura da eavidade abdominal observamos que tddas- as
viceras abdominais, sem excecio, achavam-se fortemen-

te coradas em azul escuro, contrastando com a coloragac
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azul anil da pele. As pecas colhidas com todos os re-
_quisitos técnicos foram reduzidas g a pequenos fragmen-
tos e colocadas no formol isoténico a 10 p. 100 durante

12 horas.

Os cortes foram praticados por congelacao e mon-
tados no balsamo do Canada, sem interferéncia de qual-
quer outra mateéria corante.

CUA observagio microscépica forneceu-nos Imagens
mstrumvas e nitidas acérea do aparélho mitocondrial e

que mais adiante voltaremos a abordar.

I Estudo do condrioma em coloracdao supravital.
Como ja nos referimos, anteriormente, na falta do
verde Janus empregamos também aqui o azul de meti-
leno em solucao a 1 p. 100. Este meio de investigacao
foi empregado por nos todas ‘as vezes que sacrificava-
mos animais para estudo. Ao material, colhido como no
processo anterior, acrescentamos algumas gotas da solu-
¢do de azul de metileno a 1 p. 100 e observamos que ao
cabo de 30 a 40 minutos ja se apresentavam, geraimen-

te, os condiomas corados em azul claro.

Em relagio a éste método, NOEL acha que além de,
muitas vezes, néio corar os elementos do condrioma for-
nece resultados que nao representam a eXpPressao mor-
folégica dos mesmos, visto o tempo que necessitam pa-
ra se impregnarem pela matéria corante que no caso do

condrioma, aparélho delicado e sensivel, é o suficiente
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para conduzir os condiosomas a alteracoes de forma e
de localisacao intracelular. |

As nossas ohservaches concordam com as do referi-
do autor.

GUILLIERMOND e LEWIS aconselham, para re-
tardar tais alteragbes morfolégicas, o uso dos vapores
do iodo ou a solugio icdo-iodurada que, conforme as
suas observacoes, evitam as transformacées rapidas que
se operam nas células vivas e isoladas do organismo,
fazendo desta forma melhor conservacio do aparélho
mitocondrial.

ZE v Estudo do condrioma fizado e corado

Tomando como base os estudos atuais em relacio
aos fixadores do condrioma e das propriedades que os
mesmos devem apresentar, experimentamos as misturas

fixadoras classicas e encontramos em nossas pesquizas

os melhores resullados com os liquidos de BENOIT
(aconselhado por PARAT), TUPA I, TUPA II e formol
isoténico a 10 p. 100. As férmulas destas misturas ja
estampamos paginas atras. O mesmo fizemos em rela-
¢cao aos corantes e diferenciadores.

Apébs varias tentativas e ensaios preferimos a colo-
ragio pela fuesina acida anilinada de ALTMANN & quen-
te e os diferenciadores: solu¢io de aurantia a 0,5 p. 100
em aleool & T0 graus, solucdo saturada de 4cido picrico
em alcool absoluto ao térgo e solucdo saturada de oran-

ge G em alcool a 80 graus. Como corantes de fundo em-
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pregamos o verde de metila e 0 azul de toluidina em so-

lugbes a 1 p. 100.

A técnica que seguimos foj a seguinte:

1.9 — Sacrificar o anima] por pancada na nuca.

2. — Proceder a extracao das pecas com o maximo
cuidado téenico Para evitar artefatos futuros.

3.9 — Fragmentar os 6rgaos em pequenas porcoes
tendo no méaximo 2 4 3 milimetros de espes-
sura e mais ou menos 1 centimetro de su-
perficie, pois sabemog que os fixadores do con-
drioma sao pouco penetrantes.

4. — Lavagem cuidadosa das pecas com agua disti-
lada em placa de Petri.

3. — Fixacao pelos liguidos de BENOIT, TUPA I
e II durante 24 horas.

6. — Lavagem em agua corrente por 24 horas.

7.° — Deshidratacio na seérie ascendente de alcooes:
30, 50, 70, 90, 95 e alcool absoluto; e xilol ou
toluol para completar e clarificar,

Gastamos nestas manipulagdes mais ou me-
nos 12 horas.

8.? — Incluséo em parafina de 56 3 98 graus em dois
banhos, perfazendo um total de 12 horas, ao
fim das quais foram feitos og blocos.

9.2 — Os cortes foram executados em micrdotomo ti-

po Minot, graduado para 3 micra,



— 134 —

10.° — Colagem pela albumina de MAYER e coloca-
cao na estufa durante meia hora.

11.? — Desparafinizacdo dos cortes em xilol ou toluol

e na série decrescente de alcooes sendo que

na passagem do alcool de 90 graus para o de 70 graus o

corte recebe a colodionagem aconselhada por REGAUD

e que consiste em mergulhar a preparacdo pelo espaco

de um a dois minutes na seguinte solucio:

Colédio comum ....vvrrenennnnns e 20 partes
Eter sulftirico ..ot ieaeeennns 40 partes
Aleool abSOIULD ...ttt e 40 partes

Retira-se a lamina e escbda-se com cuidado, sem dei-

xar que se produza a exaporagio e imerge-se-a imedia-
tamente no Aalcool a 70 graus. O colodio se precipita
quase que instantéineamente sob a forma de pelicula
transparente que preserva os cortes do descolamento e
nao perturba em absoluto a coloracao.

Reputamos de grande valor pratico éste artjficio de
técnica que evita dissabores nos numerosos tempos que
€ seguem.

12.° — Lavagem em &gua corrente, com cuidado e
por alguns minutos.

13.° — Téda a vez que houver superfixacio, no caso
com o BENQIT, deve-se praticar o descora-
mento pela solucdo de permanganato de potas-
sioc por um minuto; lavar rapidamente em

dgua distilada e descorar na solucio de acido
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oxalico a 4 p. 100 durante um minuto. Lavar
em seguida em 4gua distilada,

14.° — Corar pela fuesina &cida anilinada de ALT-
MANN & quente, em platina aguecedora, du-
rante 9 minutos, tendo o cuidado de ndo dei-
XAr evaporar o corante,

15.° — Deixar esfriar as laminas pelo espaco de mais
ou menos 6 minutos,

16.° — Lavar cuidadosa e prolongadamente em agua
distilada, limpando bem a lamina ao redor do
corte,

17.° — Imergir a lamina em solugao de aurantia por
2 minutos.

18.° — Lavar rapidamente em agua corrente.

19.° — Corar pelo verde metila por 15 segundos.

20.° — Lavar, deshidratar e montar no balsamo neu-
tro.

Por esta técnica, os elementos do condrioma se apre-

sentam corados de vermelho enquanto que o resto do

campo se apresenta de edr esverdeada.

Outra téenica seguida foi aconselhada. por LUD-

FORD (The Microtomist’s Vade-mecum — ARTHUR
BOLLES LEE, 1937, paragrafo 748) e que executamos

do seguinte modo:

1.2, 2.5/ 3.9 e 4.2 tempo semelhantes ao processo an-

terior,
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5.2 — Fixacao: formol isoténico a 10 p. 100 durante
24 horas.
6.9 — Cortes por congelacao (o a 10 micra).
1.2 — Corar durante um minuto os cortes pelo eloro-
carmim de HOLLANDE,. .
8.°—TLavar em 4gua distilada ou em Alcool a 30
graus.
9.2 — Enegrecer os cortes pelo alumem de ferrs a
3 p. 100.
10. — Lavar em &gua distilada,
11.? — Tratar pela solugio de piridina a 1 p. 100.
12.° — Lavar em 4dgua morna durante 10 a 15 minutos,
13.° — Deshidratar e montar no balsamo de Canada,
1V) Estudo do condrioma mediznte 0 uso duas iin-
pregnagdes méialicas
Em nossas experimentagoes utilisamos também o
método de impregnacio metlica, Para ésse fim lanca-
mos mio do método do ecarbonato de prata amoniacal que
DEL RIO HORTEGA aconselha para o estudo do con-
drioma (Bol. R. Soc. Espatiola de Hist, Nat., abril, 1929
GERON, 1934),

Eis a sua técnica:

Fixacao no formol bicromatado (semelhante ao
MULLER — formol ou liquido de ORTH sem sulfato de
sodio, fixadores 4 base de cromo). A impregnacao ope-
ra-se na solucio mie de carbonato de prata fortemente
piridinada.
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1.° — Fixar no formo] bicromatade durante 24 ho-
ras (esta solucio deve ser preparada no mo-
mento de emprégo devido a agao redutora do
formol sébre o sal cromico ).

3.° — Lavar rapidamente os cortes em agua amonia-
cal (30 segundos) e em seguida por mais tem-

Po em dgua distilada. A agua amoniacal ob-
tem-se adicionando 3 a 4 gotas de amoniaco

em 20 ce. de dgua distilada,

4.° — Impregnar em 6 cc. da sol. mae de carbonato
de prata amoniacal adicionada de 8 a 15 gotas
de piridina.

A sol. mie de carbonato de prata amoniacal prepa-

ra-se do seguinte modo:
Sol. de carhonato de sédio a 5 511 T 150 ce.
Sol. de nitrato de prata 10 p. 100........... ... a0 ce,

Deita-se amoniaco até dissolucio completa do pre-

cipitado.

5.2 — Aquecer os cortes, na temperatura de 50 a 55
graus, na solucio piridinada, até que 0$ mes-
mos apresentem coloracio doirads.

6.‘3'——Lavar no alcool a 50 graus,

-—Redunr na solucéo de formol neutro de 1 p.
200 ou 1 p. 300 até coloragio amarela dos cor-
tes.

8.9 — Virar no r:lﬂreto de ouro e 1 p. 500 ate Jia)

paco de meio minuto.
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9.? — Fixar no hiposulfito de sédio a 5 p. 100.
10.° — Lavar em agua distilada, deshidratar e mon-
tar em balsamo,

Observacoes dos preparados e inierpretacdo dos
resultados

Com o emprégo das técnicas citadas conseguimos
hao s6 evidenciar o aparédlho mitocondrial como tam-
bém observa-lo na célula hepatica conforme os estudos
de NOEL.

Em tbdas as célulag dos 6rgaos que examinamos, jai
citados anteriormente, tivemos oportunidade de encon-
tra-lo mas no entanto, nos interessou, sobretudo, a ve-
rificacdo do comportamento do condrioma hepético e
do condrioma renal, éste Gltimo, ainda muito pouco ex-
plorado pelos autores modernos.

Falemos, a principio, sébhre as investigacoes relati-
vas ao condrioma hepdtico e realizadas em camondon-
gos brancos divididos em trés Jotes: A, B e C constando
cada, de dois camondongos, colocados respetivamente
em jejum de 48 horas, em alimertacio a pao e leite e
em alimentagao gordurosa com queijo.

Os camondongos do lote A nes ofereceram condrio-
ma escasso nas zonas de repouso permanente e interme-
didria, notando-se maior acumule, na periferia do 16bu-
lo hepatico correspondendo, justamente, a zona de fun-
cionamento permanente,

Nos camondongos do lote B observamos que o ¢on-
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drioma é mais abundante do que no anterior, verifican-
do-se em maior quantidade nas células das zonas de frin-
cionqmemq permanente e iﬂtewnediﬁrm.

Nos camondongos do lote C, sacrificados em pleno
periodo digestivo, duas horas apos a suspensao do ali-
mento, nos mostrou tédas as células do 16bulo ricas em
condrioma, sem, propriamente, distinedo de zZonas, con-
forme o cliché que acompanha esta parte,

Para o estudo do condrioma renal, servimo-nos do
método de coloragio intravital pelo azul tripan, de cuja
técnica ja nos preocupamos paginas atrds, assim como,
de pecas fixadas pelos métodos descritos anteriormente.

Em face de dificuldades criadas no momento da exe-
cucao dos preparados, nos vimos na contingéncia de uti-
lizar varias adaptacoes e modificacbes para obtermos
os métodos de que necessitdvamos. Nestas condigoes
imprimimos algumas modificacées aos referidos pro-
Cessos.

Com o uso dos fixadores ja assinalados e da fuesi-
na de ALTMANN diferenciada, ora pela aurantia, ora
pelo orange G e com o contraste estabelecido pelo verde
metila ou pelo azul de toluidina obtivemos boas prepara-
¢Oes que nos permitiram o estudo topografico do rim.

Queremos assinalar ainda, que durante a composi-
¢ao das técnicas que utilisamos, encontramos a explica-
cao da diversidade de métodos, quase todos modificados
pelos diferentes investigadores e decorrentes, natural-
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mente, como a ndés aconteceu, das dificuldades iniciais
da e%idenciagﬁo do aparélho mitocondrial.

O camondongo branco injetado pelo azul tripan, ca-
mondongo azul, como o chamamos, nos forneceu belas
imagens ao nivel da por¢do glomerular do rim, destacan-
do os tubos contornados, intermediario de SCHWFIG-
GER - SEIDEL, assim como nos assinalou a existéneia
em determinada zona da parte interna da capsula de
BOWMANN de rico aglomerado tintorial.

Como se sabe, os corantes intravitais se reduzem
ou se acumulam de preferéncia, ou quase que eletiva-
mente, nas células que apresentam atividade funcional.
Ora, a presenca do corante no primeiro e no terceiro seg-
mento do tubo urinario nao nos causou surpresa, visto
estes tubos ja serem classificados, pelos histologistas mo-
dernos, como sendo portadores de células capazes pela
sua estrutura e pelas atitudes fisiologicas que se tem sur-
preendido, de elabgrarem, de secretarem ou de reabsor-
verem. Mas no entretanto, o que nos causou espécie
foi a constatacao déste determinado setor da capsula de
BOWMANN ter-se impressionado com a matéria coran-
te injetada.

Varias suposicbes poderdo ser levantadas, mas pa-
rece-nos, que éste epitélio possa ter importinecia nos pro-
cessos histo-fisioldgicos do rim.

Em face déste achado mieroscépico, insistimos na

pesquiza do condrioma renal em outros camondongos,
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nao injetados pelo azul tripan mas sim fixados e coraclos
pelo processo ji indicado. Observamos desta forma que
a fuesina tingiu granulos e bastonetes das células per-
tencentes aos tubos contornados e das do terceiro segmen-
to. Encontramos na capsula de BOWMANN, como na
preparagao do camondongo azul, umi extensio corada
em vermelho na qual se distinguiu granulacoes idénticas
as encontradas nas células dos tubos.

Acresce salientar, que submetemos, igualmente, os
cortes do camondonge azul & coloracio pela fuesina de
ALTMANN e constatamos que a mesma nio corou nem
as células dos tubos e nem mesmo as porcées da capsula

de BOWMANN que permaneceram azues.
Indiscutivel para nés, é que de fato as porcoes das
celulas tubulares impregnadas pelo azul tripan corres-

pondem, exatamente, 4s mesmas coradas em outras pre-
paracoes pela fucsina de ALTMANN, verificando-se o
mesmo em relacdo a determinadas zonas da céapsula de
BOWMANN, conforme se observa no cliché anexado a
esta contribuicao.

Talvez seja ainda cédo para querermos, de momento,
estabelecer afirmativas cientificas que s6 o tempo e as
observacoes subsequentes amparadas nos progressos da
técnica poderao revelar com maior exatiddo o que de

real possa existir.
Desejamos, no entanto, deixa-la aqui consignada co-

mo resultado de nossas investigacoes.
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“Para a feitura de nossos trabalhos consultamos og
tratados e os artigos esparsos que constam em nossa bi-
bliografia e realizamos Preparagoes num total de 150
laminas oriundas de 14 animais por nés sacrificados,

Quanto as microfotografias, podemos declarar que nao
s&o faceis em relagio ao condrioma e que 0 apds algum
tempo de experiéneias em relacdo ao tempo de exXposi-
cao, filtro ete... é que conseguimos as que junto publi-
camos. Talvez um dos fatores que intervém tornando
dificil tal processo seja o do contraste des corantes em-
pregados. Apresentamos, igualmente, desenhos esque-
méticos assim como as microfotografias que obtivemos,
gracas a série de tentativas, coradas mais ou menos de
confrmidade com as combinacoes cromaticas utilizadas
parecendo-nos desta forma destacar melhor os condrio-
mas,



CONCLUSOES

I

A evidenciagio do condrioma nao é facil, sendo ne-

cessério algum tempo de aprendizagem técnieca.

11
Dos animais de laboratério, o que melhores resul-
tados nos forneceu, para o estudo do condrioma, foi o

camondongo branco.
HI

Entre os fixadores, os que mais se destacaram em
nossas experiéncias foram os liquidos de: BENOIT, TU.
PA I e TUPA II.

v

Do ponto de vista da coloracao, aleancamos os me-
lhores resultados com a fuesina acida anilinada de ALT-
HANN, diferenciada pela solugc@o de aurantia a 0,5 p.
100 em alcool a 70 graus e com a coloracio de fundo
pelo verde de metila a 1 p. 100.

\'4

A combinagio Gtica que melhor evidenecia o apareé-

Iho mitocondrial deve ser superior a x 600,
VI

As células que nos forneceram econdrioma mais
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abundante foram as hepéticas, razao pela qual éste apa-
rélho se evidencia com maior facilidade, tanto in vivo

como post-mortem.
VII
As nossas observagoes sdbre o condrioma hepatico

nos permitiram verificar que, realmente, éle é mais

abundante em certas zonas do 16bulo do que em outras,

0 que se parece relacionar com o regime alimentar.
VIII

Nos cortes de figado notamos predominéincia de mi-
tocondrios, tanto nos animais em jejum como em pleno

periodo digestivo,
IX

Constitue, igualmente, fonte de nossas investigacoes
a circunsténcia de que os elementos do condrioma renal
se apresentam com predomindncia de condriocontos sé-
bre os mitocondrios; os primeiros localizados na base das
células e dirigidas para cima e os segundos distribuidos

nas partes media e apical das mesmas.

X

O azul tripan em solucio a 1 p. 100 em sbéro fisiols-
gico ndo se mostrou téxico aos camondongos injetados

ate 0 momento em que foram sacrificados (35 dias apos

a primeira inoculacao).
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XI

No rim dos camondongos inoculados subeutinea-
mente pelo azul tripan, verificamos que o corante se
acumulou ou se reduziu nas células do primeiro e do ter-
ceiro segmentos do tubo urinario, assim como em deter-
minadas zonas do folheto vicera] da capsula de BOW-
MANN; concordando com as experiéncias de v. MOL-
LENDORFF.

XI1I

Nao conseguimos a coloracao do condrioma das cé-

lulas dos tubos urinarios e a do folheto interna da cap-
sula de BOWMANN pela fucsina de ALTMANN nos
camondongos injetados com azul tripan nas zonas onde
éste corante se acumuloy ou se reduziu préviamente.

XIIT

Notamos, enfim, que as zonas coradas pela fucsina
de ALTMANN, primeiro e terceiro segmentos e folheto
interno da ecapsula de BOWMANN, coincidiram com as
que fixaram o azul tripan consoante resultados obtidos
e nossas experiéncias feitas na série de animais exa-

minados.
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Ao terminar este trabalho apresentsmos pd-
ra a necessiria documentacio, uma série de mi-
crofotografiss e desenhos extraidas umas de su.
tores classicos e outras relativas as nossas pre-
paragSes, destinadas a darem melhor esclareci-
mento a0 estudo que acabamos de realizar



Ovocito de camondongo, com mitocondrios no

x 1.000 (P. Bouin)

citoplasma.



Células epidermicas vivas de uma pétala de rosa;
na acha-se distribuida de forma difuse nas células proximas da

base e gelificada em forme e filamentos nas situsdas
dpice. (De Pensa).

d antociani-

perto do



Célula do parénquima da rsiz do Athyrium felix femine
Condriocentos no seis dos quais se percebe espacos claroe
onde comecam & se formar grdos de amido. Segundo Emberger

(P. Bouin),



Diagrama das células do acinus pancredtico

A, observacio em estado vivo, sem coloracio.
B, apés coloracio supra-vital com verde janus e vermelho neutro

C, apés fixacio com Regaud e coloracio com fucsina dcids e verde
de métila.

Os grios de zimogénio ocupam & zona apical e o aparélho mito-
condrial o resto da éres citoplasmica.

?{I W

Formas semelhentes aos condriocontos
obtidas por A. Giroud com lécitinas.

(Champy)

(Cowdry).

il



AT i Siin,

Células adiposas intersticiais da alsndula mamdris do camen-
dongo. Volumosos mitocondrios (plastosomas) na fase que pre-
cede ao aparecimento das esferul:s graxas, prep. Bencit.

X1 .300 (P. Bouin)



A i C

Aspeto das células hepaticas de ratos brancos alimentados em A,
gorduras em B, scucar e em C, proteinas.

O aparélho mitocondrial estd representado em preto.

(Tese de Noél, Universidade de Paris). (Cowdry),



Hours after feeding

Diagrama das modificagdes apresentadas pelos aparélhos
mitocondrial e de Golgi das células do epitélio intesti-
nal durante a absorcio.

M. ap. mitocondrial

G. ap. de Golgi

ch, cromatina niclear

B, protuberdncia de um mitocondrio
C, cuticula

ca, canaliculos

N, nicleo

MNucl, nucléolo

{" [ 'n_:c,f.r ::.-;I i



Célula de embrizo de frango proveniente de cultura #1 wifro
(Fibroblesto?), com mitocondrios e condriocontos muito visiveis
pelas dimensdes gigantes da céluia (Preparacio do Prof. Bor-

rel) X 600 (P, Bouin).
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Esquema sobre o funcionamento histofisiol&gico do l&bule he-

patico. — (R. Nael),.
V. C. L. — Veia centrolobular V. P. — Veia porta
A.A. — Zona de repouso permanente (de supléncia funcional)

B.B. — Zona intermediaria de atividade variavel:

B', em pleno funcionamento, quatro horss apés a refeicio; B,
zona de media stividade; B, em repouse (vinte e quatro ho-
ras apés a refeicio).

C.C. — Zona periportal, em atividade permanente.
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A — Desenho esquemético de corte de ligadoe.

Fixador : BENOIT,

Coloracio; Fucsina 4cida snilinada de ATLMANN pa-
ra o condrioma ¢ verde de metila para o fundo.
Original lamina n.® 13 (Preparacio propria).

B — Celulas isoladas ¢ sugmentadas do mesmo corte.
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Micrc:fctoglra_fia colorida da zona glomerular de rim de pre-
paracio original n.® 113 (condrioma renal). X 710



A — Microfotografia da zona glomerular d

e rim de prepara-
cdo original n®. 93 (condrioma renal). X 710

B = A fiesma corada para destacar o

eparelho mitocondrial.



A — Microfotografia

de zona glomerular de rim da prepara-
¢do original n.® 113 (condrioma renal). X 1.000

— A mesma corada para destacar

B

o dparelho mitocondrial.



A — Microfotografia da zona glomerular de rim
cdo original n.” 93 (condrioma rensal). X 1.000
B — A mesma corada para

de prepara-

destacar o aparelho mitocondrial.



A — Desenho esquemdtico de corte de rim

Fixador : BENOIT

Coloracio: Fuesing dcida anilinada de ALTMANN para o

condrioma e verde de metila para o fundo.

Original: lamina n.® 93 (Preparacio propria).

B — Tubos isolados e sugmentados do mesmo corte, mostran.
de nitidamente o condrioma.



Desenho esquemético da zona papilar de rim em cujas células
ndo foi evidenciado o condrioms, Fixador : BENOIT.
Coloracio : Fucsina dcida anilinada de ALTMANN para o
condrioma e verde de metila para o fundo.

Original: lamine n.® 93 (preparecio propria).



Cdm@nd{)ngo branco Fnjetdda com azul tripan.

(Original)



A — Microfotogratia da zona glomerular
donge injetado com azul tripan,
tos mais escuros o acumulo do corrante.

do rim de camon-
evidencisnde nos pon-

B — A mesma, corada em azul para destacsr os pontos em
que se acumulou o corante X 600



A — Desenho esquemético da zona glomerular do rim de
camondongo branco, injetado pelo azul tripsn indicande
os pontos corados em azul, os territbrios em que se o-
perou o aclimule de corante.

Original: lamina n.® 72 (Preparacio propria).

B — Tubos isolados e augmentados do mesmo corte.
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