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COLORAçÃO DE FIBRAS DE R,ETICULINA EM
MATERIAL CALCIFICADO

Introdução

A impregnação de peças calcifi-
cadas parâ a demonstração de fi-
bras de reticulina pode se constituir
num problema difícil para o prin-
cipiante. Para determinar o méto-
do de resultados mais seguros, usa-
mos os seguintes:

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

O material usado foi: dentes hu-
manos hígidos, mandíbula de cão,
cabeça de rato de 20 dias <in utero>,
cabeça de gato recém nascido e

mandibula de peixe (piava).
Apresentamos abaixo o método

de Bielschowsky-Foot, com a com-
plementação necessâria para tecidos

Hardy Ebling (')

duros e que em nossas mãos deu
o melhor resultado, alguns comen-
tários sôbre a execução do método,
reações e o cálculo ideal.

Fixador

Douin, dois a três dias.

Lavagem

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

Dcscalcificdção

O líquido usado por Powers (11)
dá bons resultados:

a

Álcool 50Vo - 95 c.c.
Ácido triçloracético - 5 g.
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O tempo exigido pâra descal-
cificação varia bastante segundo
vários fatores, como: tamanho da
p€Çâ, quantidade de osso, cartila-
Beil, dentina, esmalte, cemento,
quantidade de líquido descalcifica-
dor, número de mudanças, tempe-
ratura ambiente, etc.

Como exemplos

Embrião inteiro de rato com 20
dias <in utero>>, cinco dias, com
100 c.c. de liquido descalcificador.

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

Cabeça de gato recém nascido,
oito dias, com uma mudança no
quarto dia, 100 c.c. de líquido des-
calcificador.

Lavagem

Lavar a peça em água corren-
te durante duas horas.

Desidratação, clarificação e inclusão

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

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

Parafina. Três banhos de oito
a doze horas cada.

Nota: As parafinas do banho 1

e 2, não devem ser reaproveitadas,
pois o alcool,n-butilico que perma-
nece altera suas propriedades, difi-
cultando o córte.

Córtes

De6a9micra.

Soluções

A solução de prata amoniacal
e feita da maneira seguinte: A 20
c.c. de solução de nitrato de prata
a 70% adicione 20 gotas de solução
de hidróxido de sódio a 40%. Dis-
solva o precipitado resultante com
cêrca de 2 c.c. de água amoniacal
forte, adicionada gota a gota, até
restar apenas poucas particulas. E'
melhor filtar aÌguns granulos do
que adicionar muita amonia. Leva-
se a solução resultante a 80 c.c. com
água distilada e filtra-se antes de
usar. A solução deve ser prepara-
da no ato e em vidraria livre de
ácidos.

Nota: A amonia brasileira (Amo-
nea Líquida 24q tsê, Usina Colom-
bina S. A.) dá bons resultados, po-
rém deve usar-se cerca de 3,5 c.c.
para conseguir a quase total redis-
solução do precipitado.

Solução de Permanganato de Po-
tássio.

Permanganato de Potássio - 0,25 g.
Água distilada - 100,00 c.c.

Solução de Ácido Oxálico
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Ácido Oxálico - 5,0 g.

Água Distilada - 100,0 c.c.

Solução de Nitrato de Prata

Nitrato de Prata, P. A. - 2,0 I
Água distilada - 100,0 c.c.

Solução de Formalina

Formol neutro, 37-40% - 5,0 c.c.
Água Distilada _- 95,0 c.c.

Solução de Cloreto de Ouro

Solução de cloreto de Ouro a 7%

- 1,0 c.c.
Água distilada - 99,0 c.c.

Solução de Tiosulfato de Sódio

Tiosulfato de Sódio - 5,0 g.

Água Distilada - 100,0 c.c.

Procedimento para a impregnação

Xilol, alcool absoluto, alcool
g5%. Nesta aÌtura é prudente
mergulhar os cortes em co-
lodio a 1/1000., por um minu-
to, deixa secar 1 minuto, pas-
sanclo a seguir para o alcool
a 80% durante um minuto.
Lavar. (o)

Mergulhe em água distilada.
Solução de Permanganato de
Potássio, 5 minutos.
Lave bem em água corrente.
Solução de ácido Oxálico, até
as secções perderem a colo-

(e) Porcr ernb-iões é recomendóvel usor uma
teriol íoi Íixcrdo no ÍormoÌ. Esto soluçõo
que comumente se Íormc neste moteriol,
o contenho.
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ração do Permanganato de
Potássio. (cêrca de dois minu-
tos).

6. Lave bem em água corrente e

água distilada.
7. Coloque as lâminas na solução

a 2% de Nitrato de Prata,
por 48 horas, em l:uz difusa.
(a cubeta de coloração pode
ser coberta com plástico inco-
Ior).

8. Lave em água distilada. (mer-
gulhe em três frascos, 15 se-
gundos em cada). Esta água
distilada deve ser desprezada
e os frascos não devem ser
usados mais no decorrer des-
ta mesma coloração).

9. Mergulhe as lâminas na solu-
ção cÌe Prata Amoniacal, du-
rante 30 minutos.

10. N{ergulhe muito ràpidamente
em água distilada. (De prefe-
rência empregue duas).

11. Reduza em formol neutro a

57o, durante 30 minutos. (A
redução dá-se em poucos mi-
nutos).

12. Nlergulhe em água corrente.
13. Córe com solução aquosâ de

Cloreto de Ouro, durante uma
hora. Controle ao microscó-
pio.

14. Lave em água corrente.
15. Fixe na solução de tiosulfato

de sódio por 2 minutos.
16. Lave bem em água corrente.
77. Mergulhe em água distilada.
18. Alcool g5%.

soÌuçõo soturodq de ácido picrico, si o mc-
(duos horos) remove o pigmento de Íormol
quondo Íixodo em Íormol, ou soluçõo que

1.

,
3.

4.
5.
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19.
20.
21.

Alcool 100, duas mudanças.
Xilol, três mudanças.
Monte em báIsamo.

Teoria da Impregnação

O mecanismo exato pelo qual dá-
se a impregnação é desconhecido.
Mas pode-se estudar,as. reações en-
tre os diversos reativos e fazer o
cálculo da quantidade ideal neces-
sária.

O primeiro passo ê, traduzido
pela seguinte reação:

2AgNOr+2KOH-AgrO+HzO
+ 2KNO3

ABrO + 4 NH4OH :2 IAS (NHs)2
oH+rHrO

Cálculo

Quantos mI ou g de KOH (40%)
são necessários para precipitar 10
mI de AgNO. (10/o)

Pêso molecular AgNO. - 169,9 g.

Pêso molecular KOH : 56,11 g.

AgNO, QA%) - 10g em 100 ml
eml0ml=1gAgNO,
KOH (40%, : 40g KOH em 100rnl
2AgNOr+2KOH:AsrO
2x 169,9 - 2x56,11 = 231,76
339,8 - 112,22 : 231,76 *

1-x
X = I KOH p.pptar 10 rnl Ag NO,

(10%)
x=0,33gKOH

ì

ou

1 ml KOII (40%)
0,4-1ml
0,33 - x

= 0,4 e KOH

0,33x-
0,4

X : 0,83 ml KOH (40%)

Quantidade de amônia para dis-
solver o precipitado de AgrO.

AgrO + 4 NH4OH
231,76 - 4x35,48
231,76 - 140,19

No nosso caso:

1 g AgNO, (10m1) - 0,339 (KOH)
dando -+ 0,68 g Ag2O

Para 231,76 de AgrO 140,19
NH'OH conc. 0,68 (result. dos l0

mÌ)-x
x - 0,41 g de NH{OH

Como o NH'OH conc. é uma sol.
que contém 28% NH3, temos gue
f,azer o seguinte cálculo

100 - 28
x - 0,41

: 1,46 g NH.OH

:Vd

Mv-- :
d

t

1,46
V=

0,90 (de NH.OH)

V = 1,62 ml.

x
ou
M
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Fig. I Ãumenlo ctproximcdo 100 diômetros.
Fibrcs de von KorÍÍ. Germen deni<irio de gcrto (moÌar).

Fig. 2 r{umento cproxim<rdo 430 diômetros.
Fibrcs de von KorÍÍ. Molar hurnqno.
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Fig. 3 Ãumento cproximcrdo 430 diômetros.
Fibrcs colcarencrs inserindo-se (ôngulo reto) no osso clvedcr.
Fibrcrs de reticulinc em vcricrdcrs direçes. Mcndibulc de Picvc.

Fig. 4 Ãumento cproximcdo .130 diômetros.
Fibrcrs de reticulinc num ccncrl de Hcrvers. Mcndíbulc dc Picvc.
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