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SUMMARY

Paraffin-embedded sections of Ammon's horn from the brain of men and
animals infected with rabies virus or from inoculated animals were stained by

Maximow's procedure for bone marrow, slightly modified.
efther by Carnoy method or with sablimate-alcohol,

Fixation was made
Slides were stained eilher

by Harris or Erlich hematoxylin (the latter with better resulis), and then with

Maximow’stain,
differentiation in 95% alcohol,

The use of COu-free solulion prevents precipiiation, permitting
Negri bodies, even the smaller ones, appeared

neatly stained and with sharply defined strueture,

INTRODUCAO

Fom virtude de os corplisculos de Negri
serem  corados pelos compostos azur-
-eosina e, conseqgiientemente, poder-se
esperar que fossem éles igualmente co-
rados pela solucio utilizada por MAXI-
MOW! na técnica que leva sen nome,
para medula 6ssea, fol experimentada a
técnica de MANIMOW, adaptada por
BLOCK? e, posteriormeenie, por HU-
MANSON 3%, para sua coloracio,

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cornos de Ammon
retirados de animais infectados pelo vi-
rus rabico de rua e de animals inoculados
com material positivo de virus rabice
humano,

(a) Trabalho realizado na Seccho de Anatomia

tuto Adoifo Eautz.
{vy Do Instituio Adoio Latsz

Reagentes

1. Fizxoadores

a) Aleool-sublimaedo — mistura
de soluc¢io aquosa saturada a quente
de bicloreto de merctrio e dlcool abso-

lute (2:1, v/v).
ou

by Fieador de Cornoy — acido
acético glacial, alcool absoluto e clo-

rolérmio (10:60:30, v/v).

2. Coranies

a) Hemaloziling de Hoarris ou
de Evlich, ambas de formulas conhe-
cidas, nic necessitando de corantes de
marcas especiais para sua preparagfo.

by Corante de Maximow, prepa-
rado como segue:

Patoldgica da Diretoria de Patologla do Inati-
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Solugio A — 0,2 g de eosina Y
em 100 cm?® de dgua destilada des-
mineralizada e fervida durante 30
minugtos.

Solugdo B 0,1 g de azur 11°
em 100 cm?® de dgua destitada, des-
mineralizada e fervida durante 30
minutos. Em ambas as solugdes
fol passada corrente de nitrogénio,
durante 10 minutos.

Solucdo corante — 15 cm® da
golugao A adicionada a 85 cm?® de
agua destilada, desmineralizada e
fervida durante 30 minutos, jun-
tando-se, sob agitagio, 10em?® de
solucho B. Nio deve ser filtrada.

¢y Alcool-deido — acido cloridri-
co a 0,5% em 4lcool etilico a 70%.

4y Xilol-fenicado — 4cido fénico
(deido  carbonico) dissolvido em
banho-maria e xilol {1:3, v/v).

Técnica

1) Desparafinizar ¢ hidratar as pre-
paracdes da maneira habitual

2y  Se o fixador empregade foi dlcool-
-sublimado, mergulhar as preparages
em lugol, durante 5 minutos, lava-las em
agua corrente e mergulhi-las em hipos-
sulfito de sédio a 2%, até clareamento.
Empregando-ge o fixador de Carnoy,
dispensa-se &ste item,

33 Lavar em Adgua corrente durante 5
minutos.

4y  Corar pela hematoxilina de Harris
de 1/2 a 1 minuto, ou de Erlich, durante
4 minutos.

5) Lavar em dgua corrente durante

5 minutos.

6y Diferenciar em  dleool dcido (4
mergulhos para a hematoxilina de Harris,
2 mergulkod para a de Erlich).

7) lavar em 4gua corrente, durante
5 minutos.

8} Colocar em Agua destilada desmi-
neralizada e préviemente fervide du-
rante 15 minutos.

9 Deixar na solucio corante de Ma-
ximow, de 6 a 24 horas.

{*) Fol empregado szur II (Griibler).
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10) Despejar alcool a 95% sbobre a
Hmina para retirar ¢ excesso do corante
e colocar a ldmina em wm frasco de Bo-
rei com alcool a 959 até que a prepara-
¢Ro se forne résea,

11y Desidratar e clarear: duas mudas
de 4icool absoluto, xilol fenicado durante
3 minutos e lavagem em xilol

12) Meontar as laminas em balsamo do
Canada diluido em toluol

RESULTADOS

Qs nucleos e as membranas eitoplas-
maticas das células nervosas e os nlcleos
da glia apresentaram-se corados de azul
intenso; o citoplasma, em cinza bem
claro. A substancia branca do tecido
nervose corou-se de tom rosa clarc e as
hemacias, de vermelho. Os corptisculos
de Negri apareceram geralmente corados
de vermelho vivo, apresentando no seu
interior varios pontos baséfilos. Em cer-
10s casos, verificou-se o aparecimento de
diferentes tonalidades de vermelho na
coloracio dos corpusculos de Negri, Iato
ésse que se constata igualmente utilizan-
do outros métodos, o que ja ol referido
por ANDRATL & GENTILE % Pelo em-
prégo da técnica ora apresentada, mesio
pequencs corplsculos aparecem bem evi-
denciados, por se destacarem no citoplas-
ma corado de cinza claro.

DISCUSSAQ

Entre os fixadores usados, verificamos
que o que did melhores resultados ¢ o de
Carnoy, pols nio sdémente facilita o tra-
balho, dispensando o uso de lugol e, por-
tanto, de hipossuliito de sédio, come
também pelo fato de as céiulas nfo se
apresentarem retraidas.

Substituimos a hematoxilina de Harris
pela de Erlich por determinar melhor co-
loracio das células e preparagdes isentas
de precipitados.

As modilicagbes feitas na preparagio
do corante de Maximow foram bascadas

e ROMEIS?®, que usa agua destilada
e fervida durante 15 minutos para & mis-
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tura final do corante de Maximow, e em
HUMANSON?® que recomenda que as
solugbes sejam recentes,

Pelas medidas acima, complementadas
pela passagem de nitrogénio nas solu-
¢des, removeu-se 0 gis carbdnico dissol-
vido, que determinava o precipitado que
aparece quande da mistura final dos com-
ponentes do corante.

Recomendamos o uso de xilol fenicado
apds  desidratagdo, porque favorece a
completa desidratacio da fmina. O bal-
samo do Canada, dissolvido em toluol,
determina a secagem malis rapida da pre-
paracao.

CONCLUSOES

A técnica de coloragho de Maximow
pode ser utilizada para evidenciagio des
corpusculos de Negri

£ obtido melhor resultado com as mo-
dificacbes sugeridas.

Por cutro lado, a téenica em questic
permite também o uso dos dois fixadores
experimentados — Carnoy e ilcool - su-
blimade — ¢ que facilita o trabatho.

RESUMOG

Cortes histologicos de corno de Am-
mon, procedentes de pacientes infecta-
dos por raiva, de animais portadores de
virug rabico de rua ou de gnimais ino-
culados com material positivo para raiva
foram corados pelo método de Maximow,
ligeiramente modificado,

Os cornes de Ammon foram fixados
em aleool-sublimado ou em fixador de
Carnoy e as laminas coradas por hema-
toxilina de Harris ou, preferivelmente,
por hematoxilina de Erlich e, em segui-
da, pelo corante de Maximow.

Usando-se solucfes isentas de CO.,
nic ocorre precipitade algum na prepa-
racio da mistura final, conseguindo-se

assim uma miais rapida diferenciagio em
alcool a 95%.

Os corpusculos de Negri, mesmo aqué-
les de pequeno tamanho, aparecem bem
corados e sua estrutura bem evidenciada.
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