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técnica das diatomdceas do sr. José da Silva e Castro, que actual-
menle anda trabalhando sobre as Surirelas e gue em breve trard a
publico os resultados do seu estudo.

Sendo, pots, tdo insignificante o que em Portugal existe escrito
sobre estes organismos, resolvemo-nos a fazer a pequena publicacdo
que segue. Apesar das lacunas que encerra, julgamos, todavia, que a
primeira parte poderd prestar alguns servicos a quem dela se queira
utilizar. Dar-nos-tamos por satisfeilos se isso conseguissemos.

O plano déste trabalho ¢ o seguinte:

Dividimo-lo em duas partes.

Na primeira, depois de umas breves referéncias d histéria das
diatomdceas, sua estrutura, locomocdo, elc. indicamos os processos se-
guidos para a sua colheita, as localidades onde se encontram, e as ope-
racdis que se executam a fim de as preparar para o exame micros-
cdpico. Referimo-nos, finalmente, @ sua classificacdo, indicando os
instrumentos para isso necessdrios e a maneira de deles fazer uso.

E esta primeira parte uma comptlacdo do que existe exposto ios
numerosos tratados estrangeiros. O nosso esforco concenlrou-se todo
em extrair quanto pudéssemos e condensar na forma mais ligeira
possivel o que os dialomistas leem escrito sobre o assunto.

A segunda parte € o relatdrio do trabalho original que qudse se
resume a lista das diatomdceas existenles na Guarda e suas circunvi-
finhancas.

PRIMEIRA PARTE
Diatomaceas *

As diatomdceas sdo algas unicelulares, pertencentes a divisdo das
Zigoficias, segundo a classificacio do Dr. A. ExcLer, exposta na
ultima edicio do Syllabus der Pflanzenfamilien.

1 Estes organismos s@io também designados por Bacilaridceas. Foi esta a pri-
mitiva designagdo, devida a Nitgch (1817). O termo Diatomdcea é posterior ; resol-
vemos, porém, empregd-lo de preferéncia ao outro, por ser geralmente o adoptado
na maioria das obras sobre &stes vegetais.
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Abundam por toda a parte, sébre a terra humida, sébre o musgo
das drvores e dos velhos muros, nos rios, ribeiros, lagos, no mar
enfim, onde existe um nimero extremamente grande de formas raras
e belas. Encontram-se até ao cume das altas montanhas e em todas
as latitudes. ;

Organismos microscopicos de beleza rara, de formas variadas e
de estrutura delicada e elegante, cedo comecaram a prender a atencéo
de todos os micrografos.

AnrHony van Leeuwennoek diz numa carta publicada em 1702 nas
Philosophical Transactions que, tendo recolhido uma pequena quan-
tidade de dgua num canal em Delft, observara particulas microsco-
picas regulares e transparentes, dispostas duma maneira andloga a dos
ramos duma planta. Julgou serem essas particulas pequenos cris-
tais e procurou reproduzi-las, deixando evaporar solugbis fracas de
um sal de prata.

Restos doutras cartas publicadas em 1703 e de autor desconhecido
referem-se as mesmas particulas, considerando-as, porém, jd como
seres vegetais.

Pelos desenhos juntos a essas observacéis foi-se levado a concluir
que se tratava da diatomdcea hoje conhecida com o nome de Tabellaria
flocculosa.

Mais tarde Louis Josror descobriu uma espécie que designou por
Vibrio Bacillus e que se julga ser a mesma Tabelaria, Depois Vir-
LiaM ArperoN, Fréperic MurLer e Scurank foram descrevendo outras
por éles encontradas, entre as quais algumas Fragilariaceae e Navi-
culaceae.

O namero de diatomdceas conhecidas até esta época (1797) era
relativamente pequeno. Os naturalistas pretendiam jd classificd-las ;
viam-se, porém, em grandes embaragos, o que levou uns a inclui-las
no reino vegetal, outros no reino animal, chegando mesmo INGeN-
Housz a considerd-las como minerais, em virtude da sua carapaca
siliciosa.

Pouco a pouco ia-se enriquecendo com novas espécies o pequeno
nimero até entdo conhecido. Os diatomistas iam surgindo de toda
a parte, publicando memorias sdbre as suas observacéis.

O estudo das diatomdceas foi-se especializando cada vez mais e
tornou-se o apandgio de numerosos sabios que dele fizeram o objecto
exclusivo das suas investigacdis 3 assim Ravrs, Smird, P. Créve, Van
Heurck, Ap. Scumior, Orro MuLLer e muitos outros criaram pelo
estudo déstes pequenos seres um ramo especial da botidnica.
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A filiagdo das diatomdceas entre os vegetais ou animais foi questio
debatida durante muito tempo por vdrios naturalistas eminentes.

Enrenserc foi um dos que as consideraram incluidas no reino
animal e que com mais brilho defendeu a sua afirmacao.

Todavia trabalhos ulteriores sébre a observacio minuciosa da es-
trutura ¢ vida déstes organismos, apresentados por diatomistas céle-
bres, sio undnimos em demonstrarem a natureza vegetal das diato-
madceas.

Estrutura das diatomaceas

Cada individuo, designado pelo termo fruistula, ¢ constituido por
uma célula membranosa, encerrando, além do suco celular, um nucleo
envolvido por protoplasma, algumas gotas oleaginosas e uma matéria
mais ou menos escura, denominada endocroma, composta essencial:
mente de clorofila e ficoxantina.

A célula existe encerrada numa carapaca formada em grande
parte por silica e que predomina a tal ponto de tornar essa pelicula
quebradica, incombustivel e inatacdvel pelos dcidos.

Um exame atento sob a objetiva de um microscépio de grande
aumento mostra-nos que o involucro silicioso consiste numa pequena
caixa: as partes superior e inferior,
isto ¢, a tampa e o fundo, designa-
das respetivamente ralva superior
¢ valva inferior, estio reunidas en-
tre si por um anel ou fita chamado
jona conétiva ou simplesmente co-
nétivo. No estado de desenvolvi-
mento completo duma diatomdcea,
o conetivo ¢ ainda formado por
duas membranas, cobrindo-se uma  Fig. 1 — Cérte esquemitico duma Nawcula.
& outra, mas independentes entre A Nl ¢ mckion; Bb proioplisma; B

membrana celular; CC endocroma; EE gotas
Si e nio soldadas as Jraf;ras, aderindo oleagimosas; FF' valvas; GG. G'G’ conectivos;

apenas. DD cavidade central.
A carapaca ¢ também envolvida por uma membrana externa.
Examinemos agora minuciosamente cada uma das partes a que
nos referimos.

O mucleo (fig. 1) ¢ andlogo ao de todas as células vegetais e
apresenta geralmente um nucléolo muito aparente. Nas diatomdceas
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em que o nucleo € qudsi invisivel pode pér-se em evidéncia por meio
duma solugio aquosa fraca de azul de metileno.

A massa prolopldsmica ¢ granulosa; rodeia o nucleo e liga-se ao
protoplasma que reveste a parede celular por filamentos radiantes,
anastomozados entre si ¢ de diversos didmetros.

O suco celular ¢é dgua qudse pura.

A membrana celular ou célula primordial aplica-se contra a su-
perficie da carapaca. E mais ou menos espessa, apresentando geral-
mente um engrossamento considerdvel nos extremos das diatomdceas
cujo eixo ¢ alongado. E traniparente e ndo adére intimamente as
valvas, pois que o emprégo dos mais fracos reagentes fazem-na con-
trair e arrastar o conteido para o centro da fristula.

O endocroma tem a coér amarelo-dourado ou acastanhado, rara-
mente verde, como sucede na Navicula cuspidata. Estd espalhado
em grdnulos ou em ldminas — crematdforos — cujo nimero e si-
tuagdo sdo constantes em cada espécie.

A matéria corante do endocroma ¢ a diatomina, que se pode
desdobrar em ficoxantina, principio corante amarelo, e em clorofila,
principio corante verde, ao que jd nos referimos. A relaciio destas
duas matcrias corantes varia de umas espécies para outras e dai a
variedade enorme de tons que os endocromas das diversas espécies
apresentam.

Quanto maior for a propor¢iio de clorofila, mais escura ¢ a colo-
racio dos cromatdforos.

Para separar os dois principios que constituem a diatomina, P.
Penit fez macerar as diatomadceas em dlcool a go® e diluiu o produto
obtido com igual volume de dgua destilada. Ajuntou em seguida
cloroférmio em quantidade igual a /3 do volume total, agitou a mis-
tura durante um ou dois minutos e deixou repousar.

Passadas algumas horas a separacdo era completa: o cloroférmio
apoderou-se da clorofila ¢ desceu para o fundo do frasco, a ficoxan-
tina ! mais solivel no dlcool ficou na parte superior.

A matéria corante que constitue os cromatoforos actua sob a
influéncia da luz, como a clorofila das plantas verdes: decompde o
dcido carbénico, assimilando carbono e expelindo oxigénio.

! Parece que a ficoxantina de Pemr se pode ainda decompdr em vérios
principios corantes; o mesmo sucede a4 clorofila,
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Julgou-se durante muito tempo ser a membrana das diatomaceas
formada por uma substincia orgénica fina, coberta por uma camada
siliciosa, produzida por excrecio.

Esta idéa primitiva foi abandonada. Wriss foi o primeiro que
deu indicagGes sobre a sua estrutura: admitiu que a silica e a sub-
stdncia orgdnica estavam intimamente combinadas. A natureza da
membrana orgdnica era porém desconhecida.

Foi o Prof. M. Maxcix quem tltimamente se dedicou a ésse estudo,
tomando para material das suas experiéncias diatomdceas plancténicas
de fraca silicificacdo. Nio nos podemos referir permenorisadamente
ao trabalho de Manain, trabalho valioso e de grande utilidade, pois
constitue a base dum novo processo de preparagdo das diatomaceas
que vem facilitar bastante a sua classificacio. Diremos apenas os
resultados a que chegou e indicamos ao leitor que deseje estudar
esse assunto o referido trabalho !,

«Em resumo, diz Manciy, as valvas das diatomdceas sdo consti-
tuidas por uma substdncia orgdnica idéntica aos compostos pécticos e
combinada mais ou menos intimamente a silica; o esqueleto silicioso
assim formado estd impregnado e revestido de uma membrana anista
externa que encobre muitas vezes, pelo menos no plancton, os or-
namentos caracteristicos e que ¢ rapidamente dissolvida pelos rea-
gentesy.

A constituiio da membrana segundo Mavcin explica facilmente
a formagdo da geleia que geralmente envolve cada individuo. Com
efeito, os compostos pécticos siio caracterizados, como sabemos, pela
facilidade com que se transformam em mucilagem; ora, visto as
valvas serem revestidas duma membrana externa, a maior parte das
vezes sem silica, ndo repugna admitir que a parte externa desta
membrana seja susceptivel de absorver dgua e dar lugar a uma geleia
mais ou menos espessa.

As valvas das diatomdceas teem variadissimas formas. Observa-
das com boas objectivas, suficientemente resolventes e em meios de
indices elevados, todas, ou qudsi todas, se mostram cobertas de de-
senhos ou estrias dirigidas em diversos sentidos. Com os numerosos
recursos da optica moderna reconheceu-se serem as estrias geralmente
ilusérias; sio na realidade pérolas alojadas na espessura das valvas
e dispostas de uma maneira regular, pérolas essas, a principio su-
postas granulos salientes e hoje consideradas alvéolos cavados no

! Annales des Sciences Naturelles, neuvieme série — Botanique: Observations
sur les diatomées, par M. L. Mangix,
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corpo do individuo, como, ha poucos anos ainda, Areerr Brux o
confirmou por um processo engenhoso e simples de reproduzir !
Num grande numero de espécies, particularmente nas formas
mais ou menos alongadas, as valvas sfio divididas, segundo o seu
eixo maior, por uma linha bastante visivel, em duas metades longi;
tudinais, ordindriamente simétricas. Esta linha, denominada rafe,
parece ser, pelo menos numa parte do seu comprimento, uma verda-
deira fenda que pde em comunicaciio o contetido da frustula com os
liquidos ambientes. Termina geralmente em cada extremidade por
um espessamento mais ou menos circu-
lar, chamado nddulo, e no centro é por
vezes também interrompida por um es-
pessamento igual (fig. 2).

Locomocgdo das diatomaceas

Quando examinamos ao microscépio
algumas diatomdceas colhidas pouco an-

Fig. 2 Secefo duma Navicula se €5 vemo-las deslocarem-se lentamente
gundo W. Prinz. @ Rafe; f nodulos; ¢ COM um movimento Cl.'}]'ﬂlr'['ll.lﬁ, ou por
4 Era pequenos saltos. Chegadas ao limite da
sua carreira, param e tomam em sentido inverso o caminho que
precedentemente percorreram; muitas vezes seguem uma direcio
obliqua em relacio a que possuiam ou dio varias voltas no mesmo
ponto.

Com as objetivas de maiores aumentos tem sido impossivel até
hoje notar nas diatomidceas o menor érgio de movimento. Passou-se
entdo ao campo das hipoteses para explicar a causa désses desloca-
mentos, hipoteses perfeitamente gratuitas na sua maioria.

A que foi durante muito tempo aceite consistia em admitir um
fenomeno de contratilidade geral, tdo subtil, que escapasse a vista.
Uma das ultimas utilizava para a explicaciio a existéncia de cordbis

I Quando se examina ao microscdopio uma particula dum corpo transparente
banhado num liquido e que, depois de bem focada, se eleva o tubo do microscépio,
o objecto aparcce com um centro brilhante, se o seu indice de refracciio ¢ maior que
o do liquido que o rodeia, ¢ com um centro obscuro no caso contrario, Abaixando
o tubg, o fenémeno dd-se em sentido reciproco.

Posto isto, observando uma espécie de Coscinodiscus, por exemplo, primeiro
em dgua e depois em estoraque (l. styrax), reconhece-se ser o indice da pérola
menor que o do esqueleto silicioso, no primeiro caso, e maior no segundo. Daqui
resulta que a pérola toma o indice de refrachio do meio em que mergulha; sea
pérola fosse solida, era impossivel dar-se o que acabamos de dizer.
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mucosos e correntes liquidas que se manifestavam em volta da diato-
mdcea, quando junto dela se lancava carmim pulverizado ou tinta da
China: a alga deslisaria sdbre os cord6is e quebrd-los ia a medida
da sua progressio.

M. Jackson propds, hd pouce tempo ainda, uma hipétese bastante
plausivel. Notando que as diatomdceas s6 se deslocam quando estdo
iluminadas, supds com logica que existe entre a luz e o movimento
uma relagio de causa a efeito.

Ora a diatomina, como jd dissemos, decompée em presenca da
luz o dcido carbénico dissolvido na dgua e emite oxigénio. Segundo
Jackson, é ésse gaz que, saindo da frustula, produz os movimentos
de progressio por uma espécie de fendmeno andlogo ao do torniquete
hidrdulico. Nio é visivel ao microscopio o desenvolvimento das bé-
lhas gazosas em virtude da sua dissolucdo rdpida na dgua.

Afirma o autor desta hipotese ser ficil imitar o movimento das
diatomdceas, lancando na dgua um comprimido efervescente; as bo-
lhas desenvolvidas fazem-no mover e dar voltas, idénticamente ao
que sucede numa Bacilaridcea.- A imitacdo ¢ ainda maior quando se
langa em soda cdustica um fragmento de aluminio cortado em forma
duma espécie do género Navicula. Sob a influéncia do hidrogénio
que se produz a frustula em aluminio executa os mesmos exercicios
corogrdficos que uma diatomdcea viva,

As diatomadceas, cujas fristulas existem reimidas em grande nu-
mero, sdo dotadas também de movimentos, alguns bastante extrava-
gantes.

Assim a Bacillaria paradoxa composta de numerosas frustulas,
dispostas paralelamente umas as outras, de maneira a formarem uma
pastilhg quadrangular, apresenta deslocamentos caracteristicos. A
primeira fristula deslisa sdbre a segunda, paralelamente a sua direc-
¢do, e pdra quando apenas estd ligada as outras por uma extremidade;
a seguir a segunda fristula, imitando a primeira, vai juntar-se-lhe,
deslisando sbbre a terceira; depois esta, a quarta, etc. executam
movimentos iguais. Déste modo deslocou-se a Bacillaria paradoxa
de uma extensfo igual a sua largura. Agora a primeira fristula
recomeca o movimento em sentido contrdrio e retoma a posigiio que
ocupdra entilo, segue-se-lhe a segunda, a terceira, etc, E o fenémeno
" reproduz-se assim indefinidamente.

Multiplicacdo e reproducdo das diatomaceas

As diatomdceas multiplicam-se por divisio e reproduzem-se por
conjugacio.
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MuvrtipLicacio por pivisio. — Enquanto as duas valvas se afastam
uma da outra, impelidas pela massa protopldsmica que aumenta no
interior da frustula, o nucleo alonga-se e comeca a dividir-se em dois,
ficando cada uma das partes com um nucléolo proveniente da divisio
simultinea do primitivo nucléolo. Ao mesmo tempo o protoplasma
periférico, com o endocroma que limita, estrangula-se na zona meé-
dia, sob os conétivos prolongados, e
a célula comeca totalmente a di-
vidir-se em duas novas celulas
(fig. 3).

“sta divisdo feita, sdbre as duas
superficies em contato, formam-se
duas valvas encostadas uma a outra,
que em breve se silicificam (fig. 4);

Fig. 3—Secio duma diatomicea no co- a parte dos conetivos que as exce-
oo o e, A Nk comcito + i i tarda 4 ser resorvidd, tor
B membrana celular; C endocroma; D cavida- nando-se entdo livres as duas fris-
des centrais ; FF/ valvas; GG’ conectivos. tulas assim formadas. Um pouco
mais tarde produz-se em cada nova diatomdcea, ao longo do bordo
da nova valva, um conétivo que encaixa no conetivo da valva an-
tiga: a estrutura inicial fica déste modo restabelecida nos dois indi-

viduos.

Pelo que acabamos de dizer conclue-se a possibilidade de encon-
trar na mesma espécie duma Bacilaridcea, segundo o seu estado de
desenvolvimento, organismos
possuindo:

1. — Duas valvas, um co-
nétivo e um nucleo. (Es-
tado simples incompleto).

2."—Duas valvas, dois co-
nétivos sobrepostos e um nu-
cleo. (Estado simples com-
pleto).

3.0 __ Duas \":'lI‘v'ElS, dois F-ig. 4—.S¢cqﬁn dnm_n diatomicea em via de divisfo,
T 3 AA Novos nicleos e nucléolos; BB protoplasma; CC endo-
conetivos ¢ dois nucleos. croma dividido; DD cavidades centrais; F/ valva miie ex-

(COIT]EQD da di\?isﬁo). terna; F valva mie interna; HH' novas valvas ; GG/ cone-
ctivos,

4.° — Quatro valvas, dois
conetivos e dois nicleos. (Continuacdo da divisdo).

5.2 — Quatro valvas, quatro conetivos e dois nucleos. (Fim da
divisdo).

Segundo o que atrds dissemos, toda a fristula simples e completa
possue duas valvas de idade diferente, uma antiga e outra nova,
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sendo esta sempre a mais pequena. Se o tamanho da diatomdcea
vai pois diminuindo pelas suas diviséis sucessivas, como se depreende
da série de fenomenos decorridos durante a divisdo, persiste sempre
um individuo que mantém a estatura primitiva: ¢ aquele em que uma
das valvas é a maior da diatomdcea mae (fig. 4).

O decrescimento pode, porém, deixar de fazer-se com a rapidez
que a principio se
¢ levado a supor.

Examinemos
uma espécie fila-
mentosa, em que

as frustulas nio se Fig. 5 — Esquemas de uma distomicea filamentosa
em varias divisdes sucessivas,

separem no fim de

cada divisio. Ficando coladas umas as outras ¢ mais facil com-
pard-las entre si. Num filamento de diatomdceas dessa natureza,
as celulas nio teem todas o mesmo valor biologico: algumas sdo
destinadas a uma multiplicacdo mais ativa, podendo mesmo distin-
guirem-se, segundo M. O. MuLLer, por certos caratéres morfolé-
gicos, como, por exemplo, o espessamento do bdrdo das valvas.
Um individuo A (fig. 5) produz por divisio uma célula B, cuja valva
maior @ ¢ igual a pequena b de A. Ficando estas duas diatomdceas
retinidas, dd-se o coméco dum filamento composto pela célula mie A
e pela célula filha B. Se A sofre segunda divisdo, produz uma
nova célula B', semelhante em estatura a B; esta ¢ repelida pela
nova, que se entrecala entre cla e A para formar o filamento 2, em
que o tamanho permanece o mesmo que no filamento 1. A célula A,
continuando a multiplicar-se, produz novas células B, B", etc. que
sucessivamente se vio entrecalando entre ela e a anteriormente
formada. O filamento alonga-se déste modo sem que a estatura
diminua,

A diminuicdio aparece s6 quando uma das células B, B!, B'...,
comeca por sua vez a dividir-se,

Repronugio por comweagio.— A diminuicio de estatura nfio é
indifinida: hd para cada espécie um limite além do qual nunca passa
o seu decrescimento. Intervém entdo um fendémeno de natureza
sexual, uma conjugaciio mais ou menos evidente, cujo resultado é a
formacdo dum esporo, denominado por E. Pfilzer auxdsporo, o qual
origina uma frastula—a fristula esporangial — que por seu turno
retoma a estatura mdxima da espécie,

Examinemos os diversos modos de reprodugio descritos pelos
autores. Sdo em nimero de quatro:

1. — Passa-se numa so frustula. A diatomicea segrega matéria
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gelatinosa em que se encerra, as valvas afastam-se, o contetdo celu-
lar toma uma forma globular ¢ condensa-se num espordngio que por
si dd logar a um auxdsporo,

Este de forma varidvel e encerrado num invélucro silicioso, pelo
seu crescimento rasga o esporingio, tornando-se livre. Pouco de-
pois aparecem no seu interior fristulas um pouco diferentes, pelo
seu tamanho, das frustulas iniciais. Essas frustulas, denominadas
fristulas esporangiais, reproduzem por sua vez a diatomdcea pri-
mitiva.

Este modo de reproduciio ¢ contestado por alguns autores.

2. — Duas frustulas diferentes aproximam-se e confundem o seu
contetido celular; da mistura nasce um sé esporiingio que dd logar a
produciio duma frustula esporangial.

Tem sido observado éste modo de reproducdo na Surirella Splen-
dida. A uniio tem logar pela extremidade estreita das frastulas, o
contetido celular mistura-se e em seguida forma-se o espordngio.

3.°— A conjugagiio de duas frustulas d4 como resultado a pro-
ducio de dois esporiingios, de dois auxésporos e de duas fristulas
esporangiais.

E éste 0 modo de reproducio mais frequente ¢ o que melhor se
conhece. Tem sido observado rigorosamente por numerosos diato-
mistas, como SmitH, Pritzer, Van Hevrck, etc.

4.°— Uma s6 frustula dd logar a dois espordngios.

Este caso foi descrito por WiLLiam Swmite; julga-se porém, ter
havido um érro de observacio, pois nunca mais foi observado.

Para terminar &ste assunto diremos ainda que alguns diatomistas
preveem a possibilidade dum modo de geracdo por germens, micro
ou macrozoosporos, segundo diz M, J. Depy. Para fundamento dessa
ideia apresentam o facto do aparecimento subito de espécies em lo-
gares onde precedentemente nfio existiam; e, além disso, o apareci-
mento periodico cada ano, na mesma localidade, de certas diatomd-
ceas sem que se possam encontrar no tempo decorrido entre dois
aparecimentos consecutivos.

Onde e como se encontram as Diatomdceas ?

-

Existem em toda a parte onde haja dgua, a nio ser que esta seja
putrida. Nem charco deixado pelas chuvas, nem fosso umido, nem
canal de irrigacdo, nem fonte, tanque ou qualquer reservatério de
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agua, deve ser esquecido, O mar, rios, ribeiros, lagos, lagoas, sdo
outras tantas minas inexgotdveis para o diatomista.

Nio € a dgua em si que deve ser examinada, para se reconhecer
a presenca de diatomiceas, mas a superficie dos corpos imersos ou
em contacto com ela, como as algas, todas as plantas aqudticas, as
pedras, as rodas dos moinhos. Apenas as diatomdceas peldgicas se
encontram em suspensio na
dgua; delas nos ocuparemos
também. Se a dgua ¢é pouca
e o fundo cheio de lodo ou
areia estd a descoberto, exa-
mina-se igualmente,

As Bacilaridceas manifes-
tam-se pela sua cor, pelo tacto
eaté algumas vezes pelo cheiro.
Muitas formam a superficie
dos corpos que revestem uma
camada mais ou menos muci-
laginosa ao tocar-se-lhe e de
uma cor variando do amarelo-
alaranjado ao castanho escuro,
segundo a espécie e a espes-
sura da camada; em certos
casos, sobretudo nas espécies
marinhas, a cor é de um verde
azeitona. Quanto ao cheiro,

é poI- VEezZes Cﬂl‘i'lctr.:rirstico em Fig. (6 — Arachnoidiscus E.-ﬁn‘!tbrrgu'_ Diatomad-
cea vista em diferentes posiches, vegetundo sibre
wma alga.

certas espécies, como na Na-
vicula scopulorum.

Diatomiceas TerRESTRES, — Sdo assim designadas as diatomdceas
que habitualmente estdo fixas a algas ou quaisquer outros objectos.

Quando o naturalista as deseja procurar, é preciso ir munido
de instrumentos necessdrios para as colher e de vasos apropriados
para as transportar. Um saco de couro guarnecido por uma correia,
contendo virios compartimentos para receber alguns frascos de boca
larga e de capacidade de 50 aproximadamente, um pincel de pélo
fino para evitar transporte de muito material, pedacos de tela imper-
medvel para embrulhar as algas ou outras plantas contendo diato-
madceas, uma colher de cobre ou de qualquer metal para raspar as
superficies de objectos immersos, uma bengala e uma navalha sdo os
utensilios necessdrios para se fazer uma excursio.

E muitas vezes ainda conveniente ir-se munido de uma lente para
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a observacio imediata do material no logar onde foi colhide !; evi-
ta-se assim regressar-se carregado com algas ou outros quaisquer
objectos desprovidos totalmente de espécies.

As excurséis podem fazer-se durante qualquer epoca do anoj
todavia a primavera e o outono sio as duas estacbis mais favoriveis,
a primavera sobretudo. Ao acabar o inverno hda um pouco de dgua
por toda a parte e as diatomiceas nela existentes, com o auxilio do
calor, multiplicam-se muito rdpidamente, cobrindo os corpos a super-
ficie dos quais vegetam.

Para efectuar uma excursdo, diz a éste respeito o Sr. P.* Ziu-
MERMANN, num interessante artigo, publicado na serie de vulgarizacio
scientifica da «Brotéria», o seguinte que guiard otimamente o leitor:

«Em toda a parte, por assim dizer, e muito ficilmente se encon-
tram as diatomdceas, como o leitor verd. Se nido, venha comigo e
vamos ambos a um passeio. Cheios de entusiasmo e esperanca si-
gamos a estrada que nos leva para fora do povoado. Ainda ndo hd
muito que choveu; por isso logo a poucos passos nas valas ao longo
da estrada se vé dgua empocada, que jd se cobriu de algas, cor de
tijolo amarelado. Serd aqui que faremos a nossa primeira desco-
berta? Quem sabe?

«Recolhemos boa por¢io destas algas e metemo-las num frasco
em cujo rotulo escrevemos o logar e a data do achado.

«Vamos adeante. Mais além estd um lago que alimenta com
suas dguas a azenha proxima. Dentro de alguns minutos l4 estamos.
Que alegria a nossa ao vé-lo todo coberto de umas liminas verdes
de algas filamentosas que evidentemente se desprenderam do fundo,
e ainda a nossa vista veem subindo de quando em quando até a
superficie.

«Apanhamos com a mio ou com a bengala uma boa porcdo des-
tas algas flutuantes. Deixamos escorrer a dgua ou exprememo-la
levemente, ¢ metemos as algas num outro frasco ou em papel imper-
medvel com o rétulo da data e da localidade.

«Mais ao largo emergem umas plantas aquaticas, onde a custo
conseguimos chegar. Arrancamo-las e logo o tacto mucilaginoso dos
caules nos revela a presenca de colonias diatomiferas. Passando
estas plantas pela mio apertada, desapegamos ficilmente a massa

1 Hd um pequeno aparelho destinado a isto, chamado pelos franceses scher-
cheur d'algues», muito cdmodo e de fécil transporte, pois pode levar-se num bolso
do colete.

E um pequeno microscdpio com uma disposicao especial para colocar o mate-
rial que se quer analisar.




Diatomaceas da Guarda 477

mucilaginosa e recolhemo-la num dos frascos. Vamos logo direitos
a azenha vizinha que felizmente estd parada. Com uma colher ras-
pamos das palhetas das suas rodas hidrdulicas parte da crusta gela-
tinosa que nelas se formou, onde haverd milhares de diatomdceas, e
fazemos outro tanto as paredes da azenha constantemente molhadas.

«Mais.  No régo por onde corre a agua para a azenha, ha musgos
banhados de continuo pela dgua. Ali se abrigam de preferéncia
muitas espécies de diatomdceas. Recolhemos uma boa porcio e de-
pois de deixar escorrer a dgua metemo-los numa bolsa impermeivel.

«Mas na dgua ha ainda pedras completamente submergidas que
também merecem a nossa atencio. Se ao tomd-las se sente uma
camada de matéria mucilaginosa, recolhe-se um pouco dessa crosta
com a mdo ou com a colher ¢ mete-se no mesmo frasco das diato-
mdceas recolhidas sobre a roda.

«A poucos passos desta azenha estd uma quinta dum nosso amigo.
Vamos também li ¢ fazemos abundante colheita nas algas que flutuam
nas presas, nas que aderem as velhas paredes dos tanques e das
calhas de madeira e alvenaria por onde corre a dgua. Nas paredes
duma gruta sombria, por onde resumbra constantemente a dgua, a
¢or escura olivicea logo nos déd a conhecer a existéncia dessa camada
mucilaginosa onde ndo faltam as diatomdceas.

«E por hoje basta. Carregados com éste espolio voltamos con-
tentes a casa depois de um passeio ao mesmo tempo scientifico e
sauddvel. Amanhd prepararemos as diatomdceas.

«Antes porém duas palavras sdbre o modo de colher as diatoma4-
ceas maritimas.

«Na mar¢ baixa ha nas praias umas algas avermelhadas, filamen-
tosas e ramificadas, pertencentes a um grupo que chamam Florideas.

«F nelas que se abrigam sobretudo as diatomdceas, ao passo que
nas algas verdes poucas se encontram. Que essas algas estejam j4
secas ou ainda molhadas pela dgua, nio importa para o caso.

«Recolhemos as florideas presas aos rochedos, pedras, paredsis,
postes de madeira, boias, quilhas de embarcacéis, raspando ao
mesmo tempo qualquer superficie de tacto mucilaginosos.

Diatomiceas peLAGicas. — Di-se éste nome as diatomdceas que
fazem parte do plancton, isto é, do conjunto dos organismos vegetais
e animais que flutuam passivamente no seio das dguas.

Para as colher utiliza-se uma réde de seda de malhas muito finas,
em forma de tronco de cone, tendo a parte mais larga ligada a um
anel de ferro galvanizado ou arame de latiio e a parte estreita ter-
minando por um recipiente metilico munido de uma pequena aber-
tura, susceptivel de se fechar herméticamente quando se deseje.

ToL. L N 2-3 32




478 Revista da Universidade de Coimbra

Quatro fios resistentes partem do anel e retnem-se num mesmo
ponto, ao qual se liga uma corda que serve para transportar a réde.

Para se efectuarem as pescas, lanca-se a réde cautelosamente a
dgua e reboca-se durante algum tempo; mas de maneira que a velo-
cidade da embarcacio em que se vai nio exceda 200 metros por
minuto. As diatomdceas muitas vezes misturadas a outros organis-
mos do reino animal e vegetal, retinem-se no fundo da réde com o
aspecto de uma massa gelatinosa, mais ou menos corada.

Quando a quantidade da colheita for suficiente, puxa-se a rede e
mergulha-se em dlcool a g5 E éste liquido, segundo Tempire, o
melhor fixador para as diatomdceas, porque consolida as porcdes
fracamente siliciosas, obstando a sua desagregacio ulterior. E ainda
empregado com grandes resultados para fixador o sublimado corro-
sivo em solucio concentrada,

Um trabalho recente sobre o Plancton da costa portuguesa, que 0
Sgr. Dr. Wirrsics Carmisso anda publicando, dard ao leitor a quem
interessarem estes estudos largos conhecimentos sObre as pescas e
técnica dos organismos plancténicos, entre os quais estio incluidos,
como dissemos, as diatomdceas peldgicas.

DisToMACEAS FOSsEls. — Durante certas épocas pre-historicas a
flora diatomifera devia ter sido de uma riqueza incomparivel, tanto
debaixo do ponto de vista da abunddncia, como da variedade e beleza
das suas formas. E sobretudo o periodo tercidrio o mais rico. Cer-
tas camadas sdo conhecidas desde muito tempo; algumas teem uma
extensio considerdvel, formam o sub-solo de grandes regidis e atin-
gem uma espessura variando entre 5 € 20 metros. Encontram-se na
Hungria, Russia, Japdo, Alemanha, Espanha e outros paises ainda.
Berlim, por exemplo, assenta sdbre uma furfeira argilosa de 7 a
20 metros de altura, composta principalmente de restos de diato-
madceas.

O diatomista fard, pois, bem em examinar com cuidado todos os
materiais conhecidos com os nomes de argila, farinha fassil, caolim,
tripoli, etc. O aspecto e consisténcia destas diversas substdncias
varia, segundo as camadas em que se encontram, passando do po
impalpdvel, branco como a neve, ao mais duro cimento de cor escura.

E vasto o campo no que respeita a diatomdceas fosseis. A aber-
tura de tineis ou de pogos e as excursdis geologicas oferecem aos
interessados numerosas ocasidis de procurarem material, por vezes
interessante e névo. K bom recolher amostras em diferentes pontos
da espessura das camadas, tendo o cuidado de tomar nota na sua
posicio aproximada.

Mencionaremos finalmente os guanos, enormes monturos de de-
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jecois de aves marinhas ¢ de peixes que se encontram em certas
ilhas e datando de muitos milhares de anos. Conteem grande nimero
de diatomiceas que cobriam a superficie das algas com que aqueles
animais se alimentavam,

Cultura das diatomaceas

Muitos diatomistas, para manterem em vida as espécies colhidas
Das suas excursdis, teem experimentado a preparacio de meios
proprios para a sua cultura,

M. Miquer distingue as culturas ordindrias, nas quais se cultivam
vdrias espécies reunidas com o fim de se terem disposicdo para
quaisquer observacdis e as culturas puras, que encerram uma sé
espécie a fim de se poderem seguir todas as modifica¢bis que es-
pontaneamente sofra ou as que lhe sejam provocadas artificialmente.

Para as diatomiceas de dgua doce pode utilizar-se o seguinte
meio, contendo alimentos salinos e orgdnicos.

Os primeiros sdo preparados em 2 solucdes, A ¢ B:

SOLUCAD 4
Sulfato de magnésio......... ...... . 10 gr,
Liloveto de sddin: i ol san ¢ pleail 4O B
SEIE e SO0 - vei- i e 5 gr.
AZOEO de AMIONIO- - i'v i oiaiin cs tusns I gr.
Azotato de potdssio ......... 2 gr.
Brotat) de SAdIo s o di s S s e e el 2 gr.
Brometo de potdssio...... ............ o0, gr.
kodeto decpotiasic - 0. 20Tl T DE TR gr.
5] L L S 100 gr.

SOLUCAD g1

Fosfato de s6dio. .. oiuennesne vnnvin 4P
EAOTELO O CICIO i s viis siais v aism s mn 4 gr.
Acido cloridrico PUTO-8.22% . v icavecns 2 C.C
Per-cloreto de ferro liquido a 45°....... 2 c.c.
LT e R R e 8o c.c.

1 A solugiio B deve ser preparada do seguinte modo :
Ao fosfato de sddio, dissolvido em 4o c. c. de dgua, ajuntam-se primeiro os
2 ¢. c. de dcido clorfdrico, depois os 2 c. ¢. de percloreto de ferro ¢ finalmente as
4 gr. de cloreto de cilcio dissolvidas em 40 c. c. de dgua. Forma-se geralmente
um ligeiro precipitado que se deve separar do liquido das culturas,
L]
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Estas solucdis sdo conservadas isoladamente. No momento do
seu emprego, a um litro de dgua ordindria, ajuntam-se 4o gotas de
A e 20 de B; deitam-se no mesmo litro de dgua 5 centigramas de
palha de trigo e a mesma quantidade de musgos, préviamente lavados
em dgua fervente.

E conveniente aquecer o liquido, antes de se utilizar, a uma tem-
peratura de 70° ¢. aproximadamente e durante um quarto de hora,
a fim de destruir esporos, fragmentos de algas ou diatomdceas es-
tranhas que os liquidos possam conter.

Lancadas no liquido assim preparado um certo numero de fris-
tulas, ¢ conveniente manter a cultura a uma temperatura entre 10 €
30 graus centigrados. Todos os 10 ou 15 dias restabelece-se o nivel
do liguido, que diminuiu devido a evaporagio, com dgua esterilizada,

Para as diatomdceas marinhas, as culturas fazem-se com bons
resultados na propria dgua do mar. Na falta desta, emprega-se a
dgua artificial que se obtém dissolvendo:

Bl BP0 <5 5 s 5 a0 SO
Sulfato de magnésio. ....... it w4 £2 0 SN
Cloreto de magnésio.. .. .. covivneesns o o OB

numa quantidade de dgua tal que o conjunto dé um litro. - A 'solugdo
assim obtida adiciona-se-lhe no momento em que se utiliza g litros de
dgua.

A dgua do mar natural ou artificial ajuntam-se lhe as solugbis A
¢ B nas mesmas propor¢dis atrds indicadas, tendo o cuidado também
de aquecer a mistura final a 70° centigrados. Como elemento orgd-
nico lanca-se no liquido uma pequena fita de zoostera.

As culturas puras de diatomdceas sio muito trabalhosas.

Consistem em isolar uma espécie, o que se faz geralmente fracio-
nando o meio em que existe, semelhantemente ao processo seguido
pelos bacteriologistas. Mistura-se uma gota do liquido diatomifero
com 100 ¢. ¢. de liquido nutritivo e dilue-se um centimetro cubico
do liquido actual em gg centimetros cibicos de ndvo liquido. Este
liquido ¢ agora dividido em dez purtes que se submetem & cultura,
Examinam-se estas depois. Se junto com a espécie que se pretende
isolar existem outras ainda, serd necessdrio fazer passar o liquido
que a contenha por uma terceira ou quarta diluigio. Por €ste pro-
cesso chegam a obter-se culturas com uma 6 forma.
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Técnica das diatomdceas terrestres

§ 120

Limpeza das diatomdceas

Feita a colheita das diatomdceas, é necessario separd-las dos de-
tritos orgdnicos que as acompanham e privd-las do seu endocroma.

Viirios processos sdo empregados.

PROCESSO PELO ACIDO SULFURICO E CLORATO DE poTAssio. — I éste o
que habitualmente se aplica. Consiste no seguinte :

Toma-se uma boa porcio do material colhido e lanca-se numa
cdpsula de porcelana. Ajunta-se-lhe dcido azético ou cloridrico,
sendo preferido o primeiro por ser mais enérgica a sua acdo. A
mistura ¢ aquecida sdbre uma réde metdlica ou em banho de areia
e deixa-se ferver até acabar de se desprenderem vapores rutilantes,
que comecam geralmente apenas se principia o aquecimento.

O efeito déstes dcidos ¢ dissolver os sais calcdreos que porven-
tura contenha a dgua onde foi feita a colheita e ir queimando e des-
truindo parte das substincias orginicas que acompanham as diato-
mdceas.

Dada a fervura por terminada, deixa-se arrefecer a mistura e
passa-se depois para uma proveta bastante alta que se acaba de
encher com dgua destilada. Agita-se com férca o contetido e aban-
dona-se ao repouso. Decorridos 10 ou 20 minutos aparece no fundo
da proveta um depésito, geralmente escuro, e a superficie restos de
matérias vegetais. Decanta-se tudo até a massa sélida depositada,
enche-se de novo com dgua, agita-se e deixa-se novamente em re-
pouso. Esta operacio ¢ repetida o nimero suficiente de vezes para
desaparecer totalmente qualquer vestigio de dcido.

O deposito que resta da rltima decantacio ¢ lancado numa cd-
psula de porcelana; ai deixa-se repousar alguns minutos e por meio
de uma pipeta extrai-se-lhe a dgua que ainda exista sdbre éle. Feito
isto, adiciona-se-lhe uma porcdo do dcido sulfirico igual a 2 ou 3
volumes da massa solida depositada e ferve-se.

Pouco a pouco a massa comeca a enegrecer. Quando estiver
completamente negra, o que sucede decorridos uns 10 ou 15 minutos,
juntam-se-lhe alguns cristais de clorato de potdssio de pequenas di-
menséis. Devem ser deitados um a um, com pequenos intervalos,
de maneira que cada cristal seja lancado sé depois de terminada a
efervescéncia produzida pelo anterior.




482 Revista da Universidade de Coimbra

Logo que pela agio do sal de potdssio o liquido se torne total
mente branco, retira-se a lampada e abandona-se a mistura até res-
friar. A massa depositada ¢ decantada e introduzida numa proveta
ou baldo com dgua destilada. Por repousos e decantacdis sucessivas,
eliminam-se, como anteriormente, os vestigios de dcido.

Realizadas estas operac6is, leva-se ao microscopio uma pequena
porcio do material assim preparado e examina-se se as diatomdceas
estdo completamente limpas de toda a matéria orgdnica. Geralmente
assim sucede; no caso contrdrio ¢ repetido o tratamento pelo dcido
sulfirico e clorato de potdssio o numero de vezes necessdrio para a
limpeza perfeita.

E costume ainda, por fim, ajuntar-se-lhe 30 ou 4o gotas de amo-
niaco e passadas algumas horas dgua destilada, agitando entdo forte-
mente. As diatomdceas veem ao fundo; a dgua ordindriamente muito
turva ¢ decantada e o deposito lavado até se eliminar qualquer trago
de amoniaco.

O tratamento pelos dcidos deve ser efectuado num nicho de labo-
ratorio, ou, na falta déste, ao ar livre, porque os vapores desenvol-
vidos siio deletéreos.

PROCESSO PELO PERMANGANATO DE POTASSIO E ACIDO CLORIDRICO. —
Numa cdpsula com capacidade de 100 gramas langa-se uma porgdo
da colheita e uma solucdo concentrada de permanganato de potdssio,
contendo mesmo alguns cristais em excesso, de maneira que cubra o
material destinado a operagio.

Deixa-se actuar durante 12 horas aproximadamente, sendo conve-
niente colocar a mistura ao sol ou em lugar um pouco quente ¢ tendo
o cuidado de agitar de vez em quando.

Enche-se depois a cdpsula até ao meio e adiciona-se-lhe uma pouca
de magnésia calcinada (50 centigramas pouco mais ou menos). Agi-
ta-se repetidas vezes durante 2 ou 3 horas e, decorrido ésse tempo,
lancam-se-lhe pequenas doses de acido cloridrico puro, de 10 em 10
minutos.

Quando o contetido da cdpsula estiver descorado, di-se a operagiio
por terminada.

Algumas vezes, para facilitar a reacdio, ¢ costume executar-se
éste tratamento a quente.

Finalmente, procede-se as lavagens com dgua destilada e decan-
tacles, como no processo anterior.

Nesta serie de operacéis hd primeiro a oxidagdo enérgica do en-
docroma pelo permanganato e magnésiaj depois com o dcido pro-
duz-se desenvolvimento de oxigénio que actua como comburente e
de cloro que serve de descorante.
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Processo po pror. Mancin. — E fundado na constituicdo das valvas
das diatomdceas.

Como dissemos, sdo constituidas por uma substincia orgdnica
idéntica aos compostos pécticos, combinada com a silica mais ou
menos intimamente, Ora os corpos de natureza péctica teem um
grande poder de fixacdo para os corantes bisicos em meio neutro,
como o vermelho de ruténio e a hematoxilina aluminosa velhaj é
sdbre ésse facto que assenta éste processo.

O depdsito de diatomdceas que se quer preparar ¢ primeiro
submetido ao acido cloridrico fumante, diluido com um terco do seu
volume de agua e adicionado de cristais de clorato de potissio.

Passadas vinte e quatro horas ¢ lavado o depésito por centrifuga-
¢do !, primeiro em agua, depois em alcool; deixa-se entdo macerar,
durante vinte e quatro horas, numa solugfio alcoolica de potassa pelo
alcool, lava-se depois em alcool, em seguida em agua e, finalmente,
numa solugdo de acido borico a trés por cento, para fazer desapare-
cer os ultimos tracos de alcali,

O deposito branco assim obtido ¢ corado pela hematoxilina alu-
minosa velha ou pelo vermelho de ruténio. Neste ultimo caso, ajun-
ta se-lhe uma solugdo aquosa de vermelho de ruténio e agita-se de
tempo a tempo para obter uma coloracio uniforme de toda a massa;
ao fim de duas ou trés horas o depésito é lavado em dgua e alcool.

Os trés processos que acabamos de expor sdo empregados para
as diatomdceas terrestres. As diatomiceas peldgicas e fosseis teem
outros tratamentos de que adeante nos ocuparemos.

Para evitar uma grande demora nas operacdis descritas, é conve-
niente separar as Bacilariaceas das substincias orgénicas a que estdo
presas. Para isso deita-se numa proveta uma parte de acido clori-
drico e oito de agua pura. Langa-se nesta solucdo o material colhido
e agita-se fortemente durante algum tempo. Antes que repouse de-
canta-se o liquido para outro recipiente, evitando que os restos orgd-
nicos que contem o sigam. Pode evitar-se pegando na proveta com
a mio direita e fazendo passar o liquido por entre os dedos da mio
esquerda que se conservam um pouco cerrados. Esta operaciio de-
pende, ¢ claro, da habilidade do operador.

O depdsito obtido, depois de eliminado todo o dcido, € sujeito
entdo a qualquer dos tratamentos atrds indicados.

! Na falta de centrifugador segue-se o processo das decantagBis sucessivas,
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§ 2'||

Extraccio das areias

As colheitas diatomiferas, tratadas por qualquer dos processos
que exposémos, ndo devem conter sendo diatomdceas, areias, espiculas
siliciosas, radioldrios, mica e pedra pomes.

A matéria extranha as diatomdceas que geralmente encontramos
¢ a areia; extrai-la completamenté ¢ uma operacio dificil de executar.

Indicaremos dois processos relativamente ficeis e que, apesar de
imperfeitos, dio resultados bastante satisfatorios.

Um déles consiste em lancar o deposito diatomifero, obtido pelos
tratamentos indicados, numa cédpsula de porcelana juntamente com
um pouco de dgua. Depois de nela bem dessiminado por meio de
uma varéta de vidro, segura-se a cdpsula pelos bordos com a mio e
imprime-se-lhe um movimento de rotagio durante alguns minutos.
Grande parte das areias aglomerar-se ha assim no fundo da cdpsula.

Decanta-se imediatamente o liquido que sobrenada para uma se-
gunda cdpsula; com esta repete-se a mesma operagdo, lancando o
liquido outra vez na primeira, préviamente lavada, e assim se con-
tinua até que ndo se deposite mais areia,

O outro processo ¢, pode dizer-se, a continuacio do primeiro.

Lanca-se numa cdpsula ou em qualquer copo o residuo diatomifero
com alguma dgua, agita-se e decanta-se em seguida: ficam déste modo
separadas as areias mais volumosas que existiam no referido depdsito.
Em seguida tomam-se duas liminas de vidro 4 e B. Sdbre A colo-
ca-se uma gota de dgua destilada e sobre B uma pequena quantidade
do liquido decantado. Imprime-se a B um pequeno movimento rota-
tério horizontal, o que faz acumular a areia no centro do liquido, ¢
inclina-se a ldmina para um dos seus dngulos; as diatomdceas escor-
rem para o lado da inclinagiio, e sfio recolhidas na dgua destilada da
ldmina A.

I£ éste processo, como vémos, um processo de decantagbes, como
o anterior, mas em que se opéra sdbre pequenas quantidades, apro-
veitando ao mesmo tempo a aderéncia a limina de vidro das parti-
culas mais pesadas.

Teem sido ainda utilizadas as chamadas rede de séda; o seu em-
prégo principal é, porém, para a separacio das diatomdceas de uma
mesma colheita, segundo a sua estatura. Consiste essa operacio em
fazer atravessar o liquido que contem as bacilaredceas por duas ou
trés redes de séda, cujo numero de malhas por centimetro quadrado
esteja compreéndido entre 200 e 3:000 aproximadamente.
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O liquido, passando pela primeira rede, deixa ai retidas as diato-
mdceas maiores, passando depois pela segunda deixa retidas espécies
de tamanho mais pequeno que o daquelas e assim sucessivamente.

Pode-se efectuar esta mesma separacio obtida pelas redes, utili-
zando ainda o processo das decantacis. O liquido, encerrando
diatomiceas, depois de bem agitado, deixa-se repousar durante dois
a cinco minutos. Separa-se o depdsito, formado durante éste tempo,
do liquido que sobrenada, e lanca-se éste numa outra provéta, onde,
por seu turno, se deixa repousar durante alguns minutos (8 a 10).
O depdsito formado ¢é novamente separado e assim sucessivamente.

Déste modo os depositos sucessivos conteem diatomdceas pela
ordem decrescente dos seus pésos e portanto dos seus tamanhos.

Tudo a que acabamos de nos referir ¢ bastante imperfeito. Exis-
tem processos € mesmo instrumentos que permitem escolher pega
por peca num grupo de diatomdceas os especimes que queremos
aproveitar. Veremos mais adeante por meio de que artificios se
chega a manejar por assim dizer cada uma das formas que se encon-
tram em cada colheita.

Preparadas as diatomdceas e separadas da areia que geralmente
as acompanha, podemos conservd-las indefinidamente em tubos de
vidro.

Decanta-se toda a dgua e junta-se-lhes um pouco de dlcool ou
dgua fénicada com o intuito de impedir a formagdo de colonias de
bactérias que ficilmente contaminariam o deposito diatomifero.

e
Montagem das diatomdceas

Preparacors mistas, — Sdo assim chamadas porque compreendem
todas as diatomdceas de uma colheita, misturadas entre si, sem ordem
determinada, podendo encerrar mais de cem espécies diferentes. Por
meio de uma ou duas preparacdis desta natureza podémos ter com
a sua inspecc¢io uma ideia geral da flora diatomologica de uma dada
regidio; teem porém um inconveniente: ser mais dificil encontrar uma
determinada espécie.

Vamos descrever os processos seguidos para se obterem.

Montagem a séco.— Esta montagem nio ¢ muito usada; exige
numerosos cuidados e grande atengido nas operagdis a executar.
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a) Confeccdo da célula. A primeira operacdo a fazer ¢ construir
uma célula num porta objeto.

E ficil prepard-la por meio do torniquéte, aparelho empregado
em todos os laboratérios para lutar preparacéis. Colocada uma
limina de vidro neste instrumento, comunica-se-lhe um movimento
de rotagio com a mio esquerda, e com a mdo direita segura-se um
pincel fino embebido em betume de Judeia e aplica-se ligeiramente
sdbre ela, Fica assim tracado um anel circular em relévo que cons-
titue as paredes laterais da célula.

Visto o torniquéte, fdcilmente se percebe o modo de operar.

O anel deve ter exactamente o mesmo didmetro exterior das la-
melas empregadas e a sua espessura deve estar compreendida entre
um oitavo e um décimo de milimetro, espessura que se obtém priti-
camente, aplicando uma unica camada de betume. Deve preparar-se
bastante tempo antes, afim de estar completamente séco e duro no
momento do seu emprego. .

b) Maneira de estender uniformemente as diatomdceas sobre as
lamelas. Escolhem-se lamelas redondas de 15 a 16 milimetros de
didmetro e de vidro muito delgado. Limpam-se bem. Para isso,
se nio forem novas, colocam-se primeiro numa soluciio de carbonato
de sodio a dez por cento e agitam-se durante alguns instantes de ma-
neira a pdr toda a superficie em contacto com o liquido. Decanta-se
éste e substitue-se por dgua destilada, decanta-se novamente e lan-
ca-se em seu logar dgua acidulada pelo dcido sulfirico.

Lavam-se em seguida em dgua destilada e deixam-se secar espon-
taneamente ao abrigo das poeiras.

No momento do seu emprego passam-se por um pano de linho.

Limpas as lamelas, colocam-se umas apos outras numa superficie
perfeitamente plana.

Toma-se entio um dos tubos onde foram conservadas as diato-
maiceas de uma colheita, decanta-se o liquide preservador e substi-
tue-se por dgua. Repete-se esta lavagem algumas vezes, agita-se
depois bem o tubo e deita-se uma pequena por¢io do liquido num
recipiente bem limpo, contendo dgua destilada. Toda a dificuldade
estd em calcular bem a quantidade de diatomdceas que deve contar
éste recipiente para que nio fiquem amontoadas depois sébre a la-
mela. Em geral pode dizer-se que a dgua encerrando as espécies em
suspensdo nunca deve ter uma aparéncia leitosa, mas s6 ligeiramente
opalina. Uma curta experiéncia indicard o justo termo.

Com uma pipéta retira-se uma porcio do liquido, depois de bem
agitado, e deixa-se cair imediatamente sébre as lamelas. O liquido
espalhar-se hd uniformemente em toda a superficie, se estiverem bem
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limpas; deve, contudo, atender-se a que a porgio do liquido que se
deita ndo seja tanta que passe para fora da lamela, nem tdo pouca
que ndo chegue a cobri-la.

Feito isto deixa-se evaporar a dgua num logar abrigado da poeira.
Niio ¢ conveniente provocar uma evaporacio rdpida pelo aquecimento,
porque o emprégo do calér produz correntes, cujo efeito ¢ fazer
amontoar as fristulas em linhas irregulares que ddo um péssimo
aspecto as preparacdis, e tornam impossivel a observacio de grande
numero de espécies.

c) Operacdo final. A limina que contém a célula é aquecida
ligeiramente a chama de dlcool, afim de desaparecer qualquer trago
de humidade que contenha. Com uma pinga toma-se a lamela com
a camada de diatomdceas voltada para cima e aquece-se também
ligeiramente, para o mesmo efeito, Coloca-se em seguida sébre a
célula, tendo o cuidado que a tenuissima camada de bacilaridceas
fique na parte interna.

Passa-se depois por uma chama uma ldmina de vidro, aplica-se
totalmente sdbre a preparaciio e carrega-se muito ao de leve com
auxilio da parte superior da pinca. Sob a influéncia do calor, a cé-
lula, amolecendo, adére a lamela e fixa-a de um modo absoluto,

Para completar luta-se finalmente a preparacao.

Em virtude da grande diferenca entre os indices de refraccio do
ar e da silica que compée as fristulas, os detalhes das diatomdceas
assim montadas sio mais ficeis de observar; todavia essas vantagens
sdo prejudicadas pela grande perda de luz que se dd por reflexio na
superficie interna da célula.

Montagem nos meios resinosos. —E o processo mais usado e o
que permite uma conservacdo mais duradoira das preparagdis. Além
disso todos os detalhes delicados se distinguem nitidamente, sobretudo
se o meto resinoso possue um alto indice de refraccio.

Viirios meios sio empregados : entre outros, o bdlsamo de Canada?,
o Stirax? ¢ o bdlsamo de Tolit®. Todos se encontram & venda em
qualquer casa de objectos microscopicos, jd convenientemente limpos
e prontos a serem utilizados.

A maneira de operar ¢ a seguinte *:

1 Resina que se obtém do Abies canadensis.

2 Bilsamo de composicio bastante complexa, extraido do Styrax orientalis.

1 Bilsamo do Toluifera balsamun,

4 Na montagem das diatomiceas tratadas pelo processo de Maxciv tem de
proceder-se de maneira um pouco diferente ¢ ¢ necessdrio tomarem-se certas pre-
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Depois de estender as diatomaceas sobre as lamelas ¢ ter aquecido
estas para fazer desaparecer qualquer traco de humidade, do mode
explicado na montagem a séco, toma-se uma limina, limpa-se bem e
aquece-se levemente para ficar bem séca. Depositam-se em seguida
uma ou duas gdtas do meio que queremos empregar exactamente no
centro. Com uma pinca toma-se a lamela, inverte-se e assenta-se
lentamente sobre o Stirax, balsamo de Canadd, ou o que empregd-
mos. A seguir aquece-se a limina um pouco. Formam-se entio no
interior do mefo numerosas bolhas que, partindo de vdrios pontos se
afastam para a periferia da lamela, onde se desfazem. As bdlhas
vio-se tornando cada vez mais volumosas e o meio acaba por emitir
um leve fumo. Nessa altura déd-se por terminado o aquecimento,
retira-se a ldmina da chama, coloca-se sbbre uma superficie plana e
com uma varéta aperta-se suavemente a lamela contra o porta-objecto.

Deixa-se a preparaciio a secar durante um ou mais dias. Depois
de séca, por meio dum pano embebido em benzina, tira-se o bédlsamo
que saiu para fora da lamela. Luta-se finalmente a preparagio.

PrepARAGOIS ARTISTICAS. — Além das preparagdis chamadas mistas,
ha tambem outras nas quais se dispdem as diatomdceas uma a uma,

numa determinada ordem. .

As mais célebres dessas preparacdis sdo os notiveis Typenplatte
de J. Miller, que teem reunidas de uma maneira maravilhosa 20.400
e mesmo 1:000 espécies. K de admirar a perfeicdo e a regularidade
dos desenhos executados com as diatomidceas umas apés outras; ou
formam circunferéncias, elipses ou quaisquer figuras geométricas, ou
estio dispostas em curvas caprichosas, assemelhando rendados, tio
regulares e tio belos que chega a parecer impossivel realizarem-se
com séres tio pequenos trabalhos daquela natureza.

Para produzir essas preparacdis, Mdller empregava um microscé-
pio disposto de maneira especial e processos particulares cujo segredo
confiou apenas a trés ou quatro amigos. Qutros preparadores e
mesmo amadores zelosos estudaram a questio e se os resultados que
obtiveram nio foram tio perfeitos como os de Maler, aproximaram-se
todavia extraordindriamente da perfeicio.

Ao lado dos Typenplatte costumam colocar-se as preparacdis

caucdis. Vér adiante quando nos referimos ao tratamento das diatomdceas peld-
gicas pelo processo do Prof. MasGin,
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contendo uma ou mais diatomdceas escolhidas e isoladas umas das
outras. I muitas vezes util prepard-las. Os processos nio sio de
‘uma grande dificuldade.

Para efectuar a escolha em boas condi¢bis e sem risco de con-
fundir as espécies, é necessario empregar uma combinagdo dtica
dando um aumento de 8o a 100 didmetros e tendo uma distdncia fo-
cal suficientemente grande que permita ao operador a livre manipu-
lacio do instrumento que lhe serve para agarrar e transportar as
diatomdceas, Para éstes trabalhos ha ainda uma dificuldade a ven-
cer: é a da imagem invertida dos objetos vistos ao microscépio; o
emprégo duma ocular que transforme a imagem invertida em imagem
direita tira muita luz e nitidez, sem contar que canga extraordindria-
mente a vista; ¢ pois bom empregarem-se as oculares vulgares e
ir-se conseguindo pouco a pouco a familiarizacio com ésse efeito
dptico. Passado algum tempo de pritica, nem jd se dd pela dificul-
dade que nos primeiros trabalhos se encontra.

O instrumento mais simples e de bons resultados para agarrar as
fristulas consiste numa séda de porco extraida de um animal vivo ou
recentemente morto; nessas condi¢dis a séda conservando a sua
matéria gorda natural, apresenta-se flexivel e os objectos adérem-lhe
facilmente. Prende-se a um tira-linhas leve e comodo ; é mais fdcil
assim o seu manejo e pode-se com esta disposicio alongar ou encur-
tar a sua extremidade livre, segundo as necessidades do momento.
Na ocasifo do seu emprégo passa-se entre os ldbios ligeiramente
cerrados para se limpar de quaisquer poeiras que se lhe tivessem
fixado e ficar suficientemente htimida para apanhar as espécies.

Posto isto, vejimos o modo de operar.

Estendem se as diatomdceas de uma colheita, jd4 preparadas e
contidas em dgua destilada, sdbre uma ou mais lamelas que lhe ser-
virio de suporte. Deixam-se secar espontaneamente ao abrigo de
poeiras. Sdbre outras lamelas, convenientemente limpas, estende-se
uma ligeira camada de uma substincia fixadora, para que uma vez
uma diatomdcea nelas colocada nio se desprenda com facilidade.

A melhor substincia e a que geralmente se emprega ¢ a goma
de Adragante. Para se preparar faz-se dissolver a quente uma
pequena quantidade em dgua destilada, e filtra-se. O pouco que se
dissolve ¢ suficiente. Ajunta-se-lhe ordindriamente um pouco de dl-
cool com o fim de impedir o desenvolvimento posterior de bactérias,

Para espalbar mais ficilmente a substincia fixadora sobre as la~
melas, ¢ conveniente fixarem-se estas provisoriamente sobre uma
lamina porta-objecto; basta para isso langar bafo formente sobre a
limina e deixar deslisar rdpidamente as lamelas sobre a superficie
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himida: nove vezes em dez a lamela adére suficientemente, poden-
do-se entdo executar a operagiio desejada. Para se desprender, um
simples aquecimento basta.

Feito tudo isto, uma diatomdcea escolhida numa das lamelas que
as contenham ¢ transportada para a lamela convenientemente prepa-
rada. Podem empregar-se dois microscopios, mas o melhor é um
s¢ com platina movel, Em um dos lados duma limina coloca-se a
lamela com o deposito diatomifero e na outra a lamela com a subs-
tincia fixadora. Foca-se o depésito, apanha-se uma diatomdcea,
dd-se a platina um movimento de translacio de maneira a colocar a
outra lamela no campo e deposita-se finalmente a diatomdcea esco-
Ihida. Feito isto um determinado numero de vezes, segundo o desejo
do operador, monta-se a preparagio a séco ou nos bdlsamos.

Muitas vezes, quando se pretende apanhar com a séda uma es-
pécie, esta salta e desaparece do campo de visdo. A maior parte
das vezes ¢ isso devido a ter sido tocada a diatomdcea num dos
bordos em logar de ser no centro.

Técnica das diatomaceas peldgicas

As colheitas destas diatomdceas ndo podem ser tratadas pelos
dcidos em virtude da sua fraca silicificagéo.

Um dos processos empregados consiste em aquecer até ao rubro
sombrio as diatomdceas estendidas nas lamelas, afim de destruir as
matérias orgdnicas que contenham. Usa-se para isso uma ldmina de
platina, ndo muito delgada, porque apresentaria irregularidades su-
perficiais que impediriam as lamelas de se ajustarem perfeitamente,
de maneira que, pela aciio do calér, se deformariam com facilidade.
Durante o aquecimento a superficie das lamelas tornar-se-ha castanha,
depois negra e em seguida completamente branca. E nessa altura
que se dd a operagdo por terminada. Montam-se em seguida pelos
processos atrds expostos.

Citaremos ainda outro processo.

Processo po pror. ManGiN. — O sedimento contendo as diatomd-
ceas do plancton é misturado com uma solucio de hipoclorito de
potdssio (um centimetro ctubico de sedimento conservado no dlcool
para vinte ou trinta centimetros ctbicos da solugéio de hipoclorito) e
deixa-se actuar durante meia hora aproximadamente; dilie-se a mis-
tura num grande volume de dgua e, depois de repousar, o depésito
decantado ¢ tratado pelo dlcool e reduzido em seguida por decantacio
a um ou dois centimetros cubicos. Adiciona-se-lhe entiio potassa al-
coolica xaroposa e deixa-se actuar durante dez ou doze horas. Ter-
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minado ésse tempo lava-se primeiro em dlcool, depois em igua
destilada e por fim neutraliza-se pelo dcido bérico em solugdo aquosa
a 3 por 1o0.

O deposito final estd apto a ser tratado pelo vermelho de ruténio
ou pela hematoxilina aluminosa velha. No primeiro caso o deposito
¢ adicionado de uma solucdo aquosa de vermelho de ruténio, tendo
o cuidado de agitar de vez em quando para se obter uma coloracio
uniforme ; no fim de duas ou trés horas o depdsito ¢é lavado em dgua,
depois em dlcool e finalmente passado pela esséncia de cravo para
ser montado no bédlsamo L.

Este processo ¢ muito delicado. Se a permanéncia no hipoclorito
foi longa, a qudsi totalidade das membranas ficou destruida; se foi
curta, a coloracio nio se produz.

As diatomiceas peligicas siio ainda muitas vezes montadas no
bdlsamo, apés uma simples fixacdo pelo bicloreto de mercurio, sem
qualquer outro tratamento.

Técnica das diatomdceas fosseis

Os tratamentos destas diatomdceas sfio os mais variados. Con-
forme a natureza do terreno onde se encontram e os materiais a que
estdio reunidas, assim se aplica um ou outro processo.

Se se trata, por exemplo, dos guanos, pode aplicar-se o trata-
mento do dcido sulfirico e clorato de potdssio ou bem assim o se-
guinte de M. J. Brun, algumas vezes empregado.

A massa pulvurenta ou compacta ¢ tratada numa cdpsula pelo
dcido cloridrico aquoso, afim de eliminar o calcdireo. O depésito
obtido, depois de lavado ¢ séco, ¢ misturado com duas vezes o seu
volume de dcido sulfurico concentrado, que se deixa actuar durante
muitas horas, agitando algumas vezes. A massa escurece. Passado
um repouso suficiente, decanta-se parte do dcido sulfirico. Sébre o
liquido restante lanca-se bicromato de potdssio, por pequenas ddses
sucessivas e agitando sempre. Pidra-se a operacio quando a massa
passar de negro para vermelho ou quando se formarem cristais de
dcido cromico. O liquido ¢ adicionado de agua, pouco a pouco.
Em seguida decanta-se e o depésito ¢ lavado numerosas vezes e por
fim montado.

Quando as diatomdceas estdo presas a outros materiais, outros

! Nio se deve empregar o bilsamo dissolvido no cloroférmio com a coloracio
pelo vermelho de ruténio, porque o bilsamo torna-se dcido e descora as prepara-
¢bis; ¢ o bilsamo em xilol que se deve preferir.
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processos sio empregados. Nio nos podendo alargar sGbre éste
assunto, envidmos o leitor para as obras especiais que déle
tratam.

Classificacao das diatomaceas

Resta-nos, para completar o resumido estudo que temos feito
sdbre as diatomdceas, indicar ao leitor o processo a seguir e os
objectos necessdrios para classificar as espécies das suas co-
lheitas.

Um microscopio que dé pelo menos um aumento de goo diime-
tros ¢ indispensavel; além disso uma cimara clara e, se for possivel,
um aparelho fotogrifico para adaptar ao microscopio.

Uma determinagiio precisa de uma diatomdcea qualquer ndo pode
fazer-se sem um bom desenho ou uma fotografia do exemplar para
ser comparada aos desenhos publicados pelos diversos autores e que
acompanham sempre as suas obras de classificacdo. E bom, poden-
do-se, tirar sempre uma fotografia a espécie que se pretende classi-
ficar, pois ¢ ela seguramente 0 modo de reprodugdo mais fiel; mas
a sua dificuldade impede que se faca amiudadas vezes. Entio a
cdmara clara substitue, e de um modo bastante perfeito, o aparelho
fotogrifico, tendo mesmo até sbbre éle algumas vantagens. Com
efeito, num desenho podemos representar todos os detalhes de um
organismo que ndo estejam no mesmo plano, isto ¢, podemos efectuar
a imagem exacta do objecto tal e qual éle se nos apresentaria a nossa
vista, se o seu tamanho ndo fosse tio diminuto; podemos emfim
dar-lhe um certo relévo, fazé-lo resaltar em conjunto, por meio de
sombreados e dos outros artificios de que um desenhista se serve.
Na fotografia microscopica com grandes amplificagGis ndo sucede
assim; se os detalhes de um determinado plano estio bem focados,
os de outro jd nfio sdo bem visiveis.

Nota-se a principio uma certa dificuldade em obter um desenho
a cAmara clara; o hdbito porém, pouco a pouco, vai facilitando a
sua execucdo perfeita e rdpida.

Nio ¢ necessario representar com rigor toda a espécie: a sua
simetria e portanto as suas minucias, iguais em partes simétricas,
permite que se suprima a reproducdo total da fristula. E suficiente
muitas vezes determinar apenas com rigor o contorno da diatomdcea
e as particularidades em uma das suas metades.

O tamanho da frustula péde ser determinado no préprio desenho.
Mede-se com uma régua a imagem feita a4 cimara clara, reduz-se
essa medida a centéssimas de milimetro e divide-se pelo aumento do
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sistema optico previamente calculado!, O quociente dard em cen-
téssimas de milimetro o comprimento da diatomdcea. O ntmero de
costelas por centessima de milimetro pode determinar-se por um
processo semelhante,

Por meio das oculares microméticas ¢é ficil de calcular-se imediata-
mente o tamanho da fristula e o nimero de costelas por centessima
de milimetro; basta para isso uma prévia observacio para determinar
a quantas divisdis de um dado micrémetro corresponde cada divisdo
da ocular micrométrica.

Feito o desenho e conhecidas estas grandezas, procede-se a clas-

sificacdo. Numerosos livros ha sdbre ésse assunto e alguns bastante
completos. Aconselhamos aos principiantes o « Traité des Diatomées»,
pelo Dr. Henmt Van Heurck, de que nos servimos frequentes vezes
para o nosso estudo. A melhor obra que conhecemos é o Atlas de.
Schmidt que ainda anda em publicacdo; outras ha porém que trazem
grandes auxilios ao diatomista, entre elas citaremos as duas seguintes:

Sylloge Algarum, por De Toxi. Volume II. Bacillareae.

Diatomées marines de France, por Peracario.

Recorre-se muitas vezes ainda para a classificacio de uma espécie,
principalmente nos casos de duvida, ds colecdis tipicas de diatoma-
ceas.

{Continua). FAUSTO LOPO DE CARVALHO.

! O aumento ¢ ficil determinar-se pelo micrémetro. Colocado éste no campo
de visdio, desenham-se & cimara clara alguns dos seus tragos, dez por exemplo,
Supomos que cada divisio do micrémetro ¢ de uma centessima de milimetro e que
0 tamanho da imagem dos dez tragos obtida pela cimara clara ¢ de 2 centimetros,
OU sejam 2:000 centessimas de milimetro. O aumento do sistema Gtico serd

2:000 : 10 = 200 didmetros.
YOL. I. N.* 2-3 33




Cadaverizacio e autélise da medula espinhal

{Continuado do n.® 1, pig. 178)

D) Nicleo

No sistema nervoso, cujo estudo histolégico estd no seu inicio e
cangard ainda os investigadores durante centenas de anos (Caar), 0
nticleo constitue um dos pontos mais obscuros e discutidos.

De longas controvérsias, de laboriosas pesquisas, da andlise de
milhGes de preparagdes feitas em todos os centros scientificos, pode
deduzir-se como elementos componentes do nicleo: nucléolo, formado
pela reunido de esferas argentofilas, separadas por uma substincia in-
tersticial; crescentes baséfilos perinucleares de Livi; corpo acessorio
de Cuar; esférulas neutrofilas e grumos ialinos do nucleoplasma;
plasma nuclear; membrana.

Como elementos menos constantes: bastonete de Roncoroni, nu-
cléolos supranumerdrios ou acessorios; vactiolos intranucleolares ou
corpos refringentes de LACHE; granulos isolados nucleolares; nucleo-
lulo ou nucleolino.

Qio estes os elementos sdbre que incidird a minha atengio no es-
tudo das alteracdes regressivas nucleares post mortem.

Como nas péginas precedentes, estudarei estas alteragbes em fra-
gmentos da medula de coelho e de cio, conservados em meio himido
ligeiramente fenicado, em meio secador, em meio umido aséptico a
37°, e immersos em azeite estirilizado a 37", formando quatro scries,
em cada uma das quais recorri a vdrios processos de tintura e impre-
gnagio.

1.3 série. — Medula de cdo. Meio humido ligeiramente fenicado.

1/3 hora depois da morte .

e ———

i Para evitar monotonas repeticbes nio indico aqui quais os pontos da medula
a que correspondem os diferentes blocos. Devo, porém, recordar que os processos
corantes, citados relativamente a cada periodo depois da morte, referem-se a blocos
diferentes e niio a um mesmo fragmento medular, Assim o método de Niss. foi
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Tratando cortes pelo azul de metilena, depois de fixagdo pelo dl-
cool, o aspecto do nucleo ¢ varidvel com a disposicdo das massas cro-
miticas no citoplasma. Nas somatocromicas, em que os corpos de
Nisst sio igualmente distribuidos pelo corpo celular, estes ocultam
por completo a membrana nuclear.

Nas pequenas somatocrémicas em que 0s COrpos cromadticos se
acumulam num dos polos, ou se distribuem na célula de maneira tal
que deixam livre a visinhanga do nucleo, a membrana ¢ bem visivel.

Em regra os nucleos sio excéntricos podendo mesmo observar-se
casos em que ficam colocados completamente a periferia da célula.
A forma nem sempre ¢ arredondada; as deformagées sio frequentes
e paralelas as deformagdes do corpo protopldsmico (fig. 24).

Nas grandes somatocrémicas os detalhes nucleares sdo dificilmente
visiveis; o mesmo sucede em parte nas pequenas e nas células da
substincia gelatinosa de Roranpo. O nicleo cora-se uniformemente e
nessa massa azul apenas se destaca o nucléolo, a maior parte das
vezes corado com a maior uniformidade, e 3, 4, 5 granulagbes cora-
das com a mesma tonalidade. O reticulo de linina do nucleoplasma
¢ invisivel (fig. 25).

Este resultado, constatado em numerosas preparagdes, mais cora-
das umas, menos outras, melhor fixadas umas, peor outras, obtidas
em diferentes andares da medula, ¢ deficiente se o compararmos com
0 quadro que fizemos dos elementos estructurais do nucleo.

Empregando a hematoxilina férrica de Hemesuaiy, depois de fixa-
¢do pelo liquido de MiiLLer, com surpresa constatei que nesses cortes
nio € possivel apreciar quaisquer detalhes nucleares; a coloragdo ¢é
uniforme. Fixagfo viciosa? Diferenciagio deficiente ou excessiva?

aplicado a um fragmento, a0 passo que os processos de Hemexmams, de Benmer e
hematoxilina-eosina foram aplicados a um segundo fragmento. Os casos em que
s¢ nio deu esta distribui¢io sdo expressamente indicados.
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Técnica errada? Nio podia admitir ficilmente qualquer destas hipo-
teses.

Como meio de verificagio empreguei a hematoxilina de BanmeR,
depois da mesma fixagio. Constatei que era preciso forgar muito a
coloragdo para que os nucleos nervosos se corem e, apesar de tudo,
tio defeituosamente que se ndo reconhecem detalhes. A aproximagio
dos nucleos nevroglicos oferece um contraste interessante. Estes,
sem atingir os excessos de coloragdo referidos, mostram todas as suas
s minucias estruturais, quando os

nicleos nervosos ainda se ndo
coram. A referida coloragdo
dos nucleos neuronais corres-
ponde uma excessiva coloragiio
dos nucleos nevroglicos, tor-
nados verdadeiros borrdes de
tinta.

Daqui uma tnica conclusdo a tirar: neste perfodo a afinidade co-
rante dos nicleos da nevroglia ¢ muito maior que a dos nucleos das
células nervosas. O nucléolo é a tnica parte do nicleo que se des-
taca, uniformemente corado.

Insistindo ainda com a formula de Banmer numa dupla coloragio
com a eosina, os mesmos factos verifiquei.

1 /s horas depois da morte.

Pelo método de Nisst. observa-se que o nucléolo nilo se tinge duma
maneira homogénea em alguns casos. Existem massas centrais mais
intensamente coradas e pequenos espagos, nitidamente circulares, dum
azul muito mais claro. Algumas vezes, raras, &ste espago claro pode
ocupar toda a parte central do nucléolo (fig. 20).

A aplicagdo das formulas de HemENHAIN € de BEHMER S0 excep-
cionalmente leva a coloragio dos nicleos com diferenciagio dos ele-
mentos componentes usuais. Na enorme maioria das células obser-
vadas o nucleo ¢ uma mancha azul, contendo uma outra menor, mais
intensamente corada. Do mesmo modo para obter estes precdrios
resultados ¢ necessdrio forgar a coloragio.

Em alguns cortes em que a técnica aplicada foi a mesma, ¢ em
que ¢ igual a tonalidade de coloragio, a par de células nervosas cujos
nticleos apresentam os caracteres citados, encontram-Se na substincia
gelatinosa de Rovanpo, junto de muitos em que a indiferenga de ele-
ctividade corante ¢ completa, alguns em que a coloragio ¢ menos
intensa, mas em que se evidenciam as granulagdes nos pontos nodais
do reticulo de linina, parcialmente visivel. Estes detalhes silo obtidos
pelo emprego da coloragdo hematoxilina-eosina.
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21/; horas depois da morte.
Nos nucleos tratados pelo azul de metilena de Nisst observam-se
por vezes deformagdes do nucléolo e a presenga no plasma nuclear
de pequenas massas mais intensamente coradas, de limites muito con-
fusos (fig. 27).

Tratando cortes dos mesmos fragmentos pelas hematoxilinas de
Hewmennan e de Banmer nada se observa que corresponda a estas
massas mal definidas. Na maior parte dos nucleos a diferenciagdo

¢ mais completa; o nicleo cora-se com uma tonalidade mais fraca
que o citoplasma e nele sdo bem distintas algumas granulagdes quasi
tio volumosas como o nucléolo e uma infinidade doutras granulagées
muito mais finas. As manchas claras do nucléolo aparecem com fre-
quéncia, tanto nos elementos da substincia de Rovranpo como nas
grandes somatocromicas. Nas pequenas somatocrémicas aparecem
ligeiras deformagGes da membrana nuclear, como chanfraduras irre-
gulares. Mais importante ¢, todavia, uma altera¢io observivel no
micleo daquelas células em que s6 uma coloragdo excessiva consegue
por em evidéncia o nicleo e o nucléolo.

Junto do nucleo e imedidtamente contiguos a face externa da sua
membrana aparecem granulagdes semiesféricas, de dimensdes sensi-
velmente uniformes, umas vezes pouco numerosas, outras em grande
nimero (fig. 27, a). O contetdo é homogéneo e corado do mesmo
modo que a membrana e a substincia nuclear da qual ndo ¢ separada
por qualquer espago visivel mesmo a uma grande ampliagio. A esta
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alteracio chamarei, para comodidade de descrigio, estado muriforme
do nucleo.

31/; horas depois da morte.

Pelo azul de metilena vé-se que a frequéncia das deformagdes nu-
cleolares ¢ maior (fig. 28), o deslocamento do nucléolo por vezes
muito considerdvel, e algumas aplicado a face interna da membrana
nuclear.

No contorno nuclear aparecem massas corespondentes as granu-
lagbes hemisféricas, preceden-
temente descritas, mas um
pouco mais volumosas.

Pelas hematoxilinas reve-
lam-se com uma frequéncia
desusada as pequenas man-
chas nucleolares.

Pela dupla coloragio he-
matoxilina-eosina verifica-se
uma abundincia de nicleos

muriformes ndo observada até
agora pela aplicagiio de nenhum dos outros processos.

41/2 horas depois da morte.

A coloragio nuclear obtida pelo reagente de Nissi. ¢ muito des-
igual, e sdo frequentissimas as deformagdes nucleolares. Sdo mais
numerosas as granu-
lagdes nucleares, a
par das mdculas re-
feridas (fig. 28, a).

Em muitos nu-
cléolos aparecem gra-
nulagdes justapostas ¢ g
compardveis 4s que
constituem o estado
muriforme do micleo,
das quais diferem ape-
nas em serem sempre
menos numerosas ¢
de desigual volume.

Além desta alteragiio, uma outra se constata, de grande nteresse.
Em algumas células, quer da substincia gelatinosa, quer somatecro-
micas, ¢ extremamente ficil observar longos e finos filamentos, em
regra um ou dois, atravessando o nticleo numa direcgiio arbitrdria, mas
afastando-se sempre do nucléolo (fig. 29).
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Estas alteragdes sio comprovadas pela hematoxilina simples ou
em coloragio combinada com a eosina. s cortes tratados por estes
processos nada mais revelam além dos factos jd citados.

51/; horas depois da morte.

Mantem-se a frequéncia das células cujo nucléolo se acha aplicado
a membrana engelhada. Em algumas pode vér-se a membrana nu-
clear réta e o nucléolo fora do nucleo para onde arrastou uma pequena
quantidade de plasma nuclear (fig. 27, #). Em outras a camada de

¢9

protoplasma, que envolve o nicleo, ¢ muito pequena (fig. 28) e por fim
noutras observa-se o nucleo completamente isolado.

Se analisarmos os segmentos fixados pelo liquido de MiiLLer e co-
rados pela hematoxilina de Beumer, pela hematoxilina-eosina ou pela
hematoxilina-fucsina-dcido picrico, encontra-se com facilidade o con-
junto de alteragbes que pouco a pouco se tem vindo a constituir, desde
a fase em que os nucleos se mostram intactos com o seu finissimo
reticulo, com as granulages nodais qudsi tio volumosas como o nu-
cléolo, até ao aspecto muriforme. Alguns nucleos sdo anormalmente
corados, parecendo cheios de grumos violdceos ou rosados; outros
teem um contdrno muito irregular, recortado pelas inflexées da mem-
brana nuclear.

O nucléolo umas vezes ¢ uniférmemente corado, outras contem
mdculas claras em pequeno numero; por vezes sio completamente
cheios destas manchas descoradas sobrepostas e distinguiveis pela di-
ferenca de tingio.

0% horas depois da morte.

E agora o método de Niss. que vem revelar em muitos ntcleos
granulagdes abundantissimas de todas as dimensdes, constituindo uma
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forma granular (fig. 29, @). Excepcionalmente aparecem células em
que ¢ notdvel a perda de colorabilidade do nicleo, coincidindo com o
aspecto verdadeiramente sinuoso da membrana nuclear, que se destaca
com o maior vigor na coloragdo pdlida qudsi uniforme do citoplasma
e do nucleoplasma (fig. 3o0).

Pelas hematoxilinas simples ou combinadas, vé-se o inicio dum
processo regressivo, manifestando-se
pela uniformidade de coloragio do
ntcleo e nucléolo, e pelo estado mu-
riforme muito frequente, mas nio ge-
ral. De resto persistem as alteragdes
citadas, com notdvel reduccio de vo-
lume dos mucleos, cujos detalhes se
podem considerar normais.

11 %4 horas depois da morte.

Duas horas decorridas no pro-
cesso de cadaverizagdo trouxeram im-
portantes alteragdes no aspecto das
preparagbes, feitas no engrossamento
da medula dorsal.

Observando estes cortes, e escolhendo os grupos celulares que mais
se prestam a uma cuidadosa observagio, os da substdncia gelatinosa
de RoLaNpo, nada no nucleo se distingue além duma mancha ligeira-

mente azulada, limitada por uma linha muito nitida, mas muito irregu-
lar, contendo um nucléolo uniformemente corado (fig. 31). Em alguns,
em que vdrias granulagdes nucleares fixam ainda o azul de metilena,
e mesmo naqueles em que a coloragiio ¢ uniforme, aparecem com
grande frequéncia, maior que a até aqui observada, filamentos uns
muito finos, outros grossos, uns longos, ondulados extendendo-se dum
extremo ao outro do nucleo deformado, outros curtos qudsi rectili-
neos, que simulariam bacilos, se nio fossem as suas relativamente
avantajadas dimensbes (fig. 32). Em alguns casos (figs. 33 e 34) ¢ in-
discutivel a dependéncia destes filamentos da membrana nuclear, em
uns formando-se uma verdadeira ansa muito apertada no fundo duma
chanfradura, em outros ligando-se pelas suas extremidades a esta
membrana. Estes factos observam-se, tanto nos niicleos da substin-
cia de RorLaNpo, como nos nucleos das pequenas e grandes somato-
cromicas.

Da aplicagio das formulas de Banmer ¢ de Hemennamw nio de-
corre o conhecimento de factos que meregam mengdo especial,

22 4/s horas depois da morte.

O estudo dos cortes de fragmentos fixados entre os limites do
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tempo 11 %4 e 221/s horas nio fornece nenhum pormenor novo de va-
lor. As lesdes, tio rdpidamente produzidas até aqui, evolutem agora
lentamente, como se se tivesse passado o periodo de maior instabili-
dade morfologica. Apesar disso alguma cousa hd ainda a mencionar.
Assim o azul de metylena ndo ¢ fixado pela membrana nuclear tio
completamente como até aqui. Na maior parte das células o trago

da membrana ¢ indistinto. Somente o nucléolo mantém a sua avidez
para o azul; as suas deformagdes sio frequentissimas; a sua colo-
ragio ¢ uniforme. Em alguns mideus‘ alids raros, observa-se ainda
uma grande avidez para o corante, manifestando-se, ndo s6 por esta
coloragiio do nucléolo, mas também pela extrema facilidade com que
tomam as tintas as massas informes
que se observam no nucleoplasma
(fig. 35).

A afinidade do nucleo e do pro-
prio nucléolo para as hematoxilinas
de Beumer e férrica vai diminuindo
rdpidamente, a ponto de, em muitas
células, o nacleo e o nucléolo se
confundirem com o protoplasma do
corpo celular.

29 horas depois da morte.

Sdo raras as células de substincia gelatinosa de RoLaxpo que niio

conteem filamentos corados pelo método de NissL.

Pelas hematoxilinas os nucleos sao uniformemente corados. Em
numerosas preparagdes examinadas nilo aparecem nucleos murifor-
mes. A diminuicio de afinidade corante é cada vez mais intensa.
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46 horas depois da morte.

Pelo Niss. o nucleo uniformemente corado niio é mais que uma
mancha de tom azul, interposta entre o protoplasma, o menos colorido,
e o nucléolo, o mais fortemente corado. Os filamentos sdo os tltimos
vestigios que acompanham o nucléolo e perdem a afinidade para a
hematoxilina.

72, 9b horas depois da morte.

Qualquer que seja o processo empregado ¢ o nucléolo o tnico
elemento indicativo da existéncia do nicleo. Por sua vez este perde
a sua afinidade corante; pequeninas manchas brancas perfeitamente
circulares atestam mais profunda alteracio.

Esta longa série de detalhes, que ndo observam uma ordem cro-
nolégica precisa, porque a cadaverizagdo ndo ¢ rigorosamente simul-
tinea em todos os fragmentos da medula, pode resumir-se num pe-
queno numero de concluses a integrar nas conclusGes gerais do estudo
das alteracGes nucleares nos diferentes meios.

Alguns dos factos observados ndo fardo parte destas conclusdes,
reservando-os para a discussio final do seu valor no processo de ca-
daverizagio.

Nas suas linhas gerais a cadaverizagio traduz-se, no nucleo das
células nervosas fixadas pelo dlcool, pelo aparecimento de deforma-
¢bes nucleolares, pelas modificages da membrana nuclear e pela
perda de afinidade corante. Na medula fixada pelo liquido de MiiL-
LER existe um periodo imediatamente depois da morte, em que a afi-
nidade corante dos nicleos neuronais ¢ insignificante, augmentando
em seguida para depois novamente decrescer; logo ao iniciar-se o se-
gundo periodo aparece uma modificag¢do especial do nicleo, o estado
muriforme, precedendo a perda de afinidade corante, com a qual deixa
de ser aprecidvel.

Medula de cdo. Meio secador.

2 horas depois da morte.

Depois de fixagdo pelo dcido picrosulfirico de Kiemnemperc e de
coloragdo pelo violeta de genciana anilinado, logo se encontram por-
menores de estructura nuclear com uma admirdvel nitidez em todas

2.* série

as células (fig. 36). O nucléolo mostra muito ligeiras desigualdades
de coloragido; pode ter a forma de alter, inteiramente idéntico ao ni-
cleo dos leucocytos polinucleares, com os quais o nucleo se confun-
diria ficilmente, se nio fora o seu envolucro de protoplasma com ca-
racteres identificiveis ao da célula nervosa.

Esta forma de alter, em que as massas estiio situadas em planos
diferentes, parece constituir uma forma de transigdo para os nucleos
binucleolados que nas mesmas preparagbes encontrel.




Cadaverizacdo e autdlise da medula espinhal 503

No nucleoplasma existem duas espécies de granulagdes: umas cujo
volume pode atingir %3 do nucléolo, pouco numerosas; outras muito
finas, espalhadas por todo o plasma nuclear, menos intensamente co-
radas que as primeiras, muito abundantes nuns ntcleos, pouco nou-
tros. KEntre umas e outras existem pequenas massas de tom mais
corado que o tom geral, de contornos irregulares e mal definidos,
tendo aproximadamente o aspe-
cto de grumos achatados. A
membrana nuclear é uma linha
admirdvelmente corada em to-
das as células, mesmo nas gran-
des somatocromicas. A rede
da linina ndo € visivel.
Aplicando a outro fragmento
o método de Calar, reconhe-

ce-se que em alguns nucléolos existem pequenos corpusculos arredon-
dados, mais nitidos em uns que em outros, impregnados em castanho
escuro ¢ cada um deles cheio duma fina poeira; corpusculos seme-
lhantes, mas mais volumosos e menos impregnados, se encontram no
nucleoplasma (fig. 37). Uns e outros teem um volume muito desigual
em cada um dos grupos.

10 horas depois da morte.

O violeta de genciana revela, em quasi todos os nicleos das gran-
des somatocromicas e em alguns de substincia gelatinosa, uma inte-
ressante disposi¢io 'das massas granulares. As mais pequenas gra-
nulagdes niio sio visiveis, mas, a par das maiores admirdvelmente
coradas, qudsi tanto como o nucléolo, véem-se outras numerosissimas
do mesmo volume, muito mais pdlidas, como se os grumos preceden-
temente citados fossem todos circulares (fig. 38). A sua disposi¢do
¢ tdo andloga a das massas de NissL nas células griocromas, que
poderemos chamar-lhes nucleos tigrados.

Pelo método de Casar os corpusculos intensamente impregnados,
que se observavam no nucléolo, ndo siio aprecidveis em muito nume-
rosas células, embora existam ainda em outras. Nas primeiras o
nucléolo contém uma fina poeira, nio homogéneamente distribuida,
pois que existem espagos claros, e grinulos muito desiguais.

20 horas depois da morte.

Em cortes, tratados pelo método de Exruicn, comegam a aparecer
irregularidades de coloragio bem aprecidveis. Assim, ao passo que
nas preparagoes precedentemente analisadas o nucleoplasma era me-
nos intensamente corado que o plasma do corpo celular, nestas dd-se
0 inverso, isto ¢, o nucleo cora-se mais intensamente que o somato-
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plasma. Nio ¢ constatdvel a existéncia de massds grumosas no nui-
cleo; o nucleoplasma ndo ¢é homogéneo em coloragio, mas as irregu-
laridades sdo confusas.

49 horas depois da morte.

Cortes de fragmentos fixados pelo dcido picrosulfurico, 26 e 45 ho-

ras depois da morte, nada revelam a mais do que o que referi. Jdo

mesmo ndo sucede quando se deixam passar 40 horas depois da morte.
As lesdes tomam variados e interessantes aspectos. (O mais frequente,
observidvel nas grandes somatocromicas do corno anterior, identifica-se
com o jd descrito e representado na fig. 27. A membrana nuclear,
cuja coloragiio tem uma intensidade muito varidvel nos diferentes pon-
tos do seu tragado, rompeu-se; fora da rotura vé-se o nucléolo ainda
rodeado duma pequena quantidade de substincia nuclear (fig. 3q9);
massigos da mesma substincia encontram-se também em plena massa
do somatoplasma; dentro da membrana nuclear ficaram restos do nu-
cleoplasma com as suas granulagGes separadas por espagos claros,
vasios de substincia.

Noutros casos o nucléolo aparece (fig. 40) extremamente defor-
mado, pouco corado, como de resto todo o nucleo, e inteiramente
aplicado contra a membrana nuclear. As granula¢fes que nestes nu-
cleos se encontram siio todas finissimas e pouco dvidas do corante.

O nucleo pode ainda ser reduzido de volume, uniformemente co-
rado, destacando-se nele unicamente o nucléolo, cuja coloragio é tam-
bém uniforme, e apresenta um aspecto muriforme caracteristico. As

pequeninas esférulas justapostas 2 membrana nuclear fixam o corante
tdo intensamente como o nucléolo (fig. 41).
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Uma outra alteragiio consiste na perda de nitidez da membrana
nuclear, acompanhando uma deformagio considerdvel do nicleo, cujo
nucléolo, também deformado, estd periféricamente colocado (fig. 42).

Em outros casos o nucleo deforma-se caprichosamente, nido sendo
visivel o nucléolo, mas numerosas as grandes granulagbes irregulares,
tendo o aspecto de fragmentos nucleolares (fig. 43).

41

53 horas depois da morte.

E no fim deste periodo que, nos cortes tratados pelo método de
CalAL, ¢ inteiramente impossivel observar qualquer célula cujo nicleo
se apresente com os caracteres que indiquei relativamente ao fra-

gmento fixado 10 horas depois da morte. O ntimero de esférulas tinha
vindo a diminuir cada vez mais até desaparecer agora por completo.

Nos cortes tratados pelo violeta anilinado de Enruch, além de
todas as alteragdes descritas, observa-se o estilhagamento do nucleo,
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Ainda nos fragmentos, muito mais corados que o somatoplasma, se

podem distinguir granulagdes dum azul esverdeado mais intenso
(fig. 44).

Mas, devo frisar bem éste facto, até agora as células, cujos niicleos
estdo tio profundamente alterados, sio relativamente pouco numero-
sos. Hd, comtudo, a par destas alterages, uma que ¢ geral: a pro-

funda modificacdo de electividade
corante das células. Sdo numero-
sissimas aquelas em que o nicleo se
nio cora, e também em grande nu-
mero aquelas em que a coloragdo ¢é
excessiva. Nenhuma é normal, nem
mesmo compardvel com as observa-
das nas primeiras 1o horas post mor-
tem.

71 horas depois da morte.

Como facto novo, aparecem vactolos nucleolares, mantendo-se a
excentricidade de nucléolo e a uniformidade de coloragio do nicleo.

82 horas depois da morte.

As lesdes nucleares sio de maior frequéncia. A vacuoliza¢do nu-
cleolar egualmente. No nucleoplasma observam-se também vacuolos,
uns centrais, outros periféricos,
outros ainda rodeando o nucléolo
como uma orla branca (fig. 45).

119 horas depois da morte.

Em presenga das esférulas,
caracterizadas por uma intensa
ipercromia, que se encontram no
somatoplasma (fig. 46), o nucleo
e o nucléolo, parecem ainda mais
descorados.

144 horas depois da morte.

Naquelas grandes somatocro-
micas dos cornos anteriores em
que a coloragio era uniforme, a
auréola nuclear ¢ constante. Apesar desta brusca diferenca de cér,
a membrana nuclear niio se apresenta como um trago, como primiti-
vamente. E tal a igualdade de coloragio do nucleo e do citoplasma
que, quando a auréola falta, nfio é possivel fazer a distincgio destas
duas porgoes celulares. Os nicleos podem ser mais intensamente
corados, mas silo apesar disso qudsi irreconheciveis, tal é a sua de-
formagdo (fig. 47).
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172 horas depois da morte.

Muitos dos nicleos das células nervosas, cujo protoplasma fra-
gmentado se confunde com o tecido que as rodeia, teem aspectos
duma irregularidade tal que fogem a qualquer tentativa de descrigio
(fig. 48). Igualmente interessantes sido as disposi¢bes que podem
tomar os fragmentos nucleolares no interior do nucleo (fig. 49).

Dispersos na substdncia
cinzenta encontram-se nu-
cleos e fragmentos de ni-
cleos contendo restos de nu-
cléolos, de formas variadis-
simas (fig. 50).

Assim, podem resumir-se
em poucas linhas as altera-
¢bes constatadas nos nucleos das células nervosas da medula de cio,
conservada num meio absorvente da dgua que a impregna:

Aparecimento de massas grumosas nucleares, excentricidade nu-
cleolar, esvasiamento nucleolar por rotura da membrana, deformagdo

nucleolar, fragmentagdo do nucléolo, estilhagamento do nicleo, vacuo-
lisagdo do nucléolo e do nucleo, desorganizagido completa dos elemen-
tos nucleares dentro da membrana, perda de afinidade corante, aspe-
cto muriforme.

Estas lesfes podem coexistir ou desenvolver-se simultineamente
e nio traduzem as diferentes fases dum processo gradualmente agra-
vado, progredindo uniformemente e sempre segundo a mesma dire-
ctriz. Esta degradagdo cronologica so seria possivel se se pudesse
seguir no campo microscopico a desorganizagdo duma s6 célula numa
identidade perfeita de meio ¢ de condigbes ambientes.
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3.* serie— Medula de cio e de coelho., Conservacio dos fra-
gmentos, colhidos asépticamente, em meio huimido esterilizado.

2 horas depois da morte. Medula de ciio — coloragio de Hewp !,

O nucléolo nem sempre se cora em violeta; muitas vezes esta co-
loragdo ¢ modificada por um tom avermelhado. Em alguns a cér
vermelha intensa domina e nela se encontram pequenas zonas azuis
periféricas. O nicleo, corado de vermelho vivo,
de membrana bem percetivel, ndo ¢ homogéneo;
umas vezes ¢ finamente granuloso, outras cheio de
nicleos irregulares. Nio se distinguem granula-
¢oes nucleares.

6 horas depois da morte.

Excepcionalmente deformagio do nucléolo, Nas
grandes somatocrémicas o nucleo é rosado, uni-
forme, granuleso ou vacuolar, sendo éste ultimo
aspecto o mais frequente. No intervalo dos va-

ctiolos, quando existem, ¢ no nucleoplasma apare-
cem granulagdes punctiformes, umas dum rosado mais intenso, outras
azuis.

26 horas depois da morte.

A membrana nuclear ndo ¢ bem visivel em todo o seu tragado;
nos pontos em que se fez a acumulagio das massas de Nissi, aglu-
tinadas junto do nucleo, deram-se deformagdes e perda de nitidez;
noutros a coloragiio ¢ menos intensa, A irregularizagio do contorno
nuclear ¢ constante. Em numerosas células de substincia gelatinosa
do Roranpo coram-se filamentos intranucleares, qudsi todos muito
finos, longos e flexuosos.

28 horas depois da morte. Medula de coelho. Métado de Nisst.

Os nucleos apresentam formas extremamente varidveis, com chan-
fraduras ou entalhes mais ou menos profundos. Nas células funicu-
lares, em que estas deformagbes sio mais frequentes, observam-se
ainda filamentos intranucleares e, em alguns, poucas granulagbes; na
maioria o nucleoplasma ¢ homogéneo. As deformagdes nucleolares
sdo interessantes; na fig. 51, a par das alterages citadas, desenhei
uma célula em que o nucléolo estd estirado, simulando dois tendo de
comum uma pequena parte da sua superficie. Nestas células o nucleo
¢ menos intensamente corado que o citoplasma,

E frequente observar nas pequenas somatocrémicas grandes va-

! Todas as observacbes, como esta, se referem 4 medula de cfio tratada pelo
método de Hern, excepto nos casos em que expressamente for indicado o con-
trdrio,
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ctiolos nucleares de contorno bem nitido, coincidindo com filamentos.
em geral em numero de 3 ou 4, muito finos e flexuosos (fig. 15).

Em algumas células o nucléolo estd completamente aplicado contra
a membrana nuclear.

Nestas preparages pude observar duas células binucleoladas. As
dimensdes dos nucléolos sdo maiores que as habituais, e estio em
planos diferentes numa delas.

45 horas depois da morte.

O nucleo coloca-se nalgumas células
tio excéntricamente que vai ocupar a ori-
gem dum prolongamento.

50 horas depois da morte.

K dificil definir o sentido de afinidade
corante do nucléolo. Cora-se de azul ou

de rosa, segundo o tempo de accio do azul |
de metilena ¢ da eritrosina; empregando 52,
0s tempos habituais é geralmente azulado.

Na medula de coelho, tratada pelo processo de Nisst, o nucléolo
€ imediatamente contiguo 2 membrana nuclear, podendo determinar
a formagdo duma dilatagdo empolar, em que estd contido. E em re-
gra deformado; os fragmentos intranucleares sio numerosos. Na
substincia gelatinosa encontram-se todas as alteragdes precedente-
mente citadas, mas com maior frequiéncia. Encontram-se num dos
cornos posteriores células binucleoladas, estando em algumas delas,
0§ dois nucléolos ambos deformados, muito afastados um do outro,
contiguos & membrana e no mesmo plano (fig. 52).

70 horas depois da morte.

As alteragdes manteem-se qualitativamente e também quantitati-
vamente, como se conclue depois duma observa¢io muito detalhada.

8o horas depois da morte.

O nucleo ndo ¢ homogéneamente rosado; nele distingue-se um es-
tado finamente granular, cujas granulagdes sio muito refringentes.

A afinidade corante do nucléolo parece diminuida. A tonalidade
da sua coloragio é sempre fraca mesmo depois de ac¢io demorada
dos corantes. Apesar de tudo, em numerosissimas células ¢ o nu-
cléolo o unico elemento de que nos podemos servir para estabelecer
a sua identidade.

05 horas depois da morte.

Além das alteragdes jd citadas e descritas, apenas de notdvel
observei uma grande somatocrémica dos cornos anteriores contendo
dois nucléolos, um dos quais mais pequeno, e uma grande fragmen-
tagio do nucléolo num grupo isolado de células,
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100 horas depois da morte.

O estudo déstes cortes revela um facto que aparece pela primeira
vez, nesta ja longa serie de preparagdes: a existéncia numa célula de
dois nicleos bem caracterizados, contendo dois nucléolos de igual vo-
lume, como, de resto, o sio também os corpos nucleares.

119, 121 ¢ 124 horas depois da morte.

Tanto na medula do coelho como na do cilo, preparadas, quer pelo
método de Nisst, quer pelo de Hewp, o facto dominante € a perda
qudsi completa de afinidade do nucléolo para o azul de metylena e a
facilidade com que se cora em rosa pela eritrosina, em muitas células,

Em alguns, nessa cor rosada, existe um pouco de tom azulado,
mas bem ténue. Esta coloragiio parece estabelecer a passagem para
aquelas células, que se encontram nas mesmas preparagoes, em que o
nueléolo ¢ ainda francamente tingido em azul, pelo menos periférica-
mente. No nucleoplasma nio se coram quaisquer granulagies pelo
azul de NissL.

142, 144 € 148 horas depois da morte.

Neste periodo de cadaverizagio, das células restam apenas fra-
gmentos mais ou menos volumosos; em alguns deles encontra-se o
nticleo, ou antes o nucléolo, pois que ndo ¢é ficil distinguir o nucleo
do tecido ambiente. A sua fragmentagio ¢ caracteristica em alguns
retalhos de células (fig. 53) da medula do coelho. Contiguamente
existem esférulas regulares de volume muito desigual e de desigual
coloragio. Em algumas células, em que a alteragdo ¢ menos profunda
e em que ¢ ainda possivel distinguir o nicleo, niio pelo tragado linear
da membrana, mas pela diferenga de intensidade corante, muitas des-
tas esférulas se encontram acumuladas no limite nuclear e fora déste
(fig. 54), sendo ainda o nucléolo representado por uma esférula um
pouco mais volumosa. ‘

Parece que no primeiro caso a fragmentagdo do nucléolo seguiu
a perda completa de afinidade corante do nucleo, ¢ no segundo caso
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precedeu-a. Esta ultima marcha observa-se ainda em cé ulas. algu-
mas das quais foram representadas na fig. 55, dentre aquelas em que
as alteragdes eram mais nitidas.  Os fragmentos nucleolares véem-se
distinctamente no nucleo, em nimero de quatro, ¢inco, seis ou mais;
noutras a fragmentagio foi mais longe e os detritos sio numerosissi-
mos; noutras por fim reduzem-se a uma fina poeira, ji quando nada
hd que distinga o nu- &
cleo dos restos do cito- o
plasma. Estes factos
foram constatados na
medula de coelho, co-
rada  exclusivamente
pelo azul de metilena.
152 horas depois da
morte. Medula de coe- [
lho—M¢étodo de Nisst. J
Nestes cortes foi o & o0 === S5
estudo do nucleo das ;@.—T—- > b
grandes somatocromi-
cas que mais prendeu a minha atencio.

Véem-se nos grupos dos cornos anteriores células, cujos nucleos
se encontram em fases diversas do processo regressivo cadayérico:
micleos excéntricos contendo numerosas granulagées e o nucléolo uni-
formemente corado, membrana nuclear descorada; nucleos em que o
nucléolo apresenta uma coloragio muito reduzida, excepto em dois,
trés ou quatro pontos em que existem
granulagdes intensamente coradas: nu-
cleos em que do nucléolo restam ape-
nas granulagdes mais ou menos afas-
tadas, coincidindo com uma maior
riqueza em finas granulagfes em um
dos seus pontos; nicleos em que o

numero das primitivas granulagées é
reduzido ¢ em que as finas granula-
¢des nucleares sio ainda mais abundantes, constituindo uma finissima
poeira; nicleos em que as mesmas granulagdes primitivas existem
muito afastadas, uma delas rodeada de granulagdes finissimas que
ndo se encontram no resto do nicleo (fig. 36).

167 horas depois da morte.

Nas grandes somatocromicas, cujos nticleos até a esta altura da ca-
daverizagdo escaparam as alteragdes regressivas que descrevi, obser-
va-se a sobreposi¢io de tom do nucléolo, nicleo e protoplasma, mas

*
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apresentando os primeiros uma regularidade verdadeiramente geo-
métrica (fig. 57), ndo observivel nem mesmo em fragmentos fixados
imediatamente depois da morte.

173 horas depois da morte. Medula de coelho — Método de

NissL.
As células da substincia gelatinosa de Roranno estdo reduzidas a

i

5%
uma mancha azul, de contorno irregular, em que se nio distingue
nem nucléolo, nem granulagdes.

206 horas depois da morte. Medula do coelho — Método de
Nisst..

As células grandes somatocromicas, as mais resistentes ao pro-
cesso regressivo, sdo simples manchas, palidamente azuladas contendo
finas pontuages, mais intensamente coradas (fig. 58). Por fim sdo
estas que constituem os ultimos vestigios, niio s6 nucleares, mas ce-
lulares, nos largos espagos cavados na substdncia intermedidria da
substincia cinzenta.

Em resumo:

Disposicio periférica do nicleo e do nucléolo ou nucléolos, defor-
magdo nuclear e nucleolar, perda gradual de afinidade corante, disso-
ciagio esferular do nucléolo, fragmentagio destas esférulas, tais sio
as alteragGes que se observam como provenientes da cadaverizagio
da medula sd do coelho e da cobaia, extraidas as¢pticamente e con-
servadas em meio esterilizado.

4." serie—Medula de cio extraida asépticamente do canal medular
e conservados os fragmentos immersos em azeite esterilizado e & tem-
peratura de 37°-38°.

i /s horas post mortem.

Violeta de genciana de Euruicn. — O reticulo é de ficil observa-
¢do em grande numero de nicleos; em outros, dos mais volumosos,
véem-se largos vactolos dividindo a rede de linina em retalhos, nos
quais foram coradas finissimas granulagdes.

Método de Hewp. — No micleo existem granulagSes vermelhas re-
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fringentes, por vezes aglutinadas. Nas célulag em que o nucleo ¢ bem
corado, o nucléolo apresenta umas porgdes avermelhadas e outras
azuis; a distribui¢do destas massas € impossivel de sistematizar. Fi-
lamentos nucleares de formas e de posigdes muito variadas, finos,
alongados, flexuosos, dispondo-se em qualquer direcgdo, ou curtos,
grossos, muito numerosos, contiguos e aderentes & membrana nuclear,
¢ dispondo-se num sentido radiado (fig. 5g).

4 horas post mortem.

Violeta de Eudruicn. — O nucleo cora-se em
massa com ligeiras desigualdades, tendo desapa-

recido, principalmente nas grandes motrizes, as

granulagdes finissimas que enchiam o nucleoplasma.

Em células alongadas, de protoplasma muito homo- o
géneamente corado, sem nicleo distincto notam-se 59
corpusculos, uns inteiramente isolados, de contor-

nos nitidos, iguais aos que ji descrevemos (fig. 46), outros pi-
lidos.

Em alguns nucleos a desigualdade de coloragio ¢ nitida, consti-
tuindo-se verdadeiras massas isoladas, como que resultantes de aglu-
tinagdo das trabéculas do reticulo com as suas granulagées. Qutros
sdo muriformes, isto ¢, teem aderentes a face externa da membrana
nuclear corpusculos hemisféricos.

Método de Herp.—O nucleo, cuja afinidade para a eritrosina, em
prejuizo do azul de metilena, era evidente, comeca a corar-se unifor-
memente em azul.

10 horas post mortem.

Violeta anilinado de Enruich. —E nas grandes somatocrémicas
que as alteragbes sdo mais intensas; a dominante é a deformacio
nuclear,

Se no nicleo considerarmos uma parte cromdtica e outra acromd-
tica, a primeira representada pelas finas granulagdes e a segunda pelo
intervalo deixado entre elas, ocupado pelas trabéculas e pelas malhas
da rede de lihina, partes bem distinctas nos fragmentos fixados ime-
diatamente depois da morte, vemos que nestes nio sucedeu assim;
deu-se uma difusio da substincia cromdtica, de modo que todo o nu-
cleoplasma se cora duma maneira qudsi uniforme, destacando-se nele
apenas as mais grossas granulagdes,

Mctodo de Hewn. — As células pelo aspeto do niacleo podem di-
vidir-se em vdrios grupos: a) células em que as granulagGes nucleares
sd0 bem nitidas; &) células cujo nucleo contém massas irregulares
aglutinadas; ¢) células de nucleo uniformemente corado.

Nas células de qualquer déstes grupos observam-se finos filamentos
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atravessando o nucleo de lado a lado, e tomando por vezes formas
caprichosas (fig. 60).

Na mesma preparagdo e no mesmo grupo celular, encontram-se
nucléolos azuis, nucléolos rosados, nucléolos azuis periféricamente e
rosados na parte central.

35, 37 e 4o horas post mortem.

Violeta de genciana. — Aparecem, pela pri-

b meira vez nesta serie, pequenos vactolos nu-

' :; cleolares e nucleares (37 horas). A afinidade

= corante do nucléolo ¢ diminuida, por isso que,

o, ao lado dos nucleos nevraoglicos admirdvelmente

6'! fies corados, se encontram nticleos e nucléolos das
= células nervosas muito pdlidos,
60 61 e 63 horas post mortem.

Violeta de genciana.— A desorganizagiio &
completa. A maior parte das células sdo borrdis azuis em que nido
se distingue ntcleo nem nucléolo; em algumas a distincgdo faz-se com
grande dificuldade. O préprio contorno celular ¢ indeciso.

Método de Hewp. — As células e os seus retalhos estdo inteira-
mente corados de rosa muito pdlido e ndo se distingue qualquer de-
talhe estrutural, nucleo ou nucléolo.

86 e 88 horas post mortem.

Entre os detritos tissulares nada se observa que merega especial
mengdo.

Esta serie, embora mais curta, nio ¢ menos interessante que as
precedentes. As alteragdes produziram-se muito rdpidamente, mercé
da temperatura a que estavam submetidos os fragmentos. As afini-
dades corantes do nucleo rdpidamente se modificaram, precedidas
de aglutinagdo das granulagbes e de rutura das trabéculas da rede
de linina.

A deformagdo nuclear aparece precocemente, e 0 mesmo sucede
com os filamentos nucleares, As alteragGes finais sdo a vacuolizagio
nuclear e a perda de afinidade corante,

Os factos expostos, relativos as modificagbes que sofre o nicleo
no processo regressivo cadavérico, decorrentes da observagdo directa,
prestam-se a comentdrios interessantes, discutidos no seu valor intrin-
seco, na sua importincia na desagrega¢io cadavérica e postos em
paralelo com os observados por Neeel, Bareacct E Campaccr e CArLOS
Franca.

:Qual o valor de cada um dos factos observados?

Sabido ¢ que a histologia do nucleo é, em muitos pontos, ainda
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misteriosa, apesar das numerosissimas investigagbes de que tem
sido objecto. Muitos detalhes estruturais siio atribuidos a cadaveri-
zagdo.

A andlise destas series em alguma cousa pode contribuir para a
debatida questdo.

No decurso do meu relato muitas vezes me referi a filamentos in-
tranucleares e muito propositadamente lhes ndo chamei bastonetes ou
balestithas. Os autores designam assim formagdes intranucleares,
cujos caracteres, disposi¢do e significagio fisiologica sio obscuros.
Ao ler as descrigdes, por vezes ocorre a ideia da ndo identidade dessas
formagGes. Tudo é discutivel desde os caracteres de mais facil ob-
servacgio.

CasaL refere-se passageiramente a éles, dizendo-os de dimensdes
porporcionais as do nucleo que os encerra, de forma muitas vezes es-
piralada. M. Athias descreve e desenha estes corpos intranucleares
como balestilhas delgadas ou espessas, rectas ou sinuosas, de extre-
midades adelgacadas e muitas vezes ponteagudas, geralmente mais
curtas que o didmetro nuclear, que pode também ser igualado.

Ouiver niio os encontrou nas células nervosas do simpdtico de vid-
rios mamiferos (cdo, gato, coelho, homem). PreNant teve melhor
éxito no ouri¢o cacheiro, cujas células do sympdtico as mostram com
uma grande frequéncia. Armias descreve as balestilhas nas células
dos ginglios espinhaes do coelho e do gato, RoxNcoroni nas células pi-
ramidais médias do cortex cerebral, SibvaLL nas células dos ginglios
espinhais do ourigo, CaiaL, como constantes nas suas células ands do
cerebelo e em muitas das células médias da medula, HoLmGreN no
sistema nervoso das aves, Smirnow no nucleo duma célula nervosa
do ginglio espinhal dum embrido humano de quatro meses.

As relagdes com os elementos componentes do nucleo sdo também
pouco claras; para uns estes filamentos sdo completamente indepen-
dentes (Arnias, Casar, HoLmGren); para outros encontrar-se-hiam em
relagiio directa com a membrana nuclear, de que seriam apenas pre-
gas (Luearo e seus discipulos); para outros ainda encontrar-se-iam,
nas células nervosas dos ginglios espinhais do ourigo, bastonetes, uns
em relacio directa com o nicleo, outros contidos em vacuolos.

Casar, estudando-os pelo processo de prata reduzida, admite a
existéncia de um tunico em cada nucleo das células em que observou
a sua existéncia.

A significagdo fisiologica ¢ ainda mais obscura. Numerosos obser-
vadores, notando que se assemelham a formagdes andlogas que se
encontram no citoplasma nervoso e aquelas que se descrevem em
muitas outras células animais e vegetais e consideradas como crista-




Lo 3

516 Revista da Universidade de Coimbra

loides, dio aos bastonetes igual significagio, quando os niio conside-
ram decididamente como cristais.

Ounver considera-os como cristais resultantes da transformagio
parcial do reticulo de linina, constituindo reservas nutritivas. ATHIAS
identifica os cristaloides intranucleares com os citopldsmicos. CesAr
Bianchi faz igual identificagdo e coristata que sio muito mais abun-
dantes nos animais em hibernagfo.

Para uns sio productos de secre¢io acidentais, para outros consti-
tuem elemento componente normal de certos neurtnios.

Poderemos dizer, com CasaL, que se ignora actualmente a natureza
¢ o papel déste corpo singular 1.

Nas series cujos resultados expus, observei com grande frequéncia
filamentos intranucleares. Vez alguma consegui distinguir, ¢om o0s
processos técnicos empregados, filamentos que a estes se pudessem
assimilar no citoplasma nervoso da medula de ciio ou do coelho.

Em todas as espécies de células nervosas da medula consegui dis-
tinguir estes filamentos; contudo o médximo de frequéncia pertence as
células da substiincia gelatinosa de Roraxno e, num logar secundirio,
as pequenas somatocromicas dos cornos anteriores. Virias vezes ob-
servei dois, trés e cinco filamentos num mesmo nucleo, como desenhei
nas figs. 15, 32, 52, 56, 59 e 6o.

A sua forma ¢ das mais irregulares, mas em caso algum a des-
crita por AtHias. Umas vezes assemelha-se a um avantajado bacilo,
grosso, curto, de arestas vivas, perfeitamente rectilineo (fig. 32); outras
¢ ainda grosso, mas mais longo e ligeiramente curvo (fig. 32); finalmente
noutras observagdes apresenta-se muito fino, muito flexuoso (fig. 6o).

E interessante a maneira como se comporta em presen¢a dos co-
rantes. O violeta de genciana anilinado de Enguich ¢ impotente para
o0 corar.

1 Para a elaboracio desta resenha propositadamente recorri ans seguintes tra-
balhos : 5. Ramon Casar, Histologie du systéme nerveux de homme et des vertebres
Edit. franc,, 1g9o2; M. Arwas, Anatomia da celula nervosa, Lisboa, 1905; OLIvER.
Recherches sur les granulations de la celule nerveuse, Lyon, 1go1; Presant, Notes
cyitologigues. Cristalloides intranucleaires des cellules nerveuses sympathigues chey
les mamumniféres. Arch. d'anat. micr,, vol. 1, 1897; Roxcorort, Su un nuove reperto
nel nucleo delle cellula nervosa. Arch. di psichiatria, 1805; Lucaro, Sudi un presunto
nuove reperto del nucleo della cellula nervosa. Riv, di patol. nerv. e ment., vol. v,
18g6; Ssbvavr, Ueber die Spinalgangliengellen des Igels. Ein neuer Befund von
Krystalloiden Bildungen in Nervengellen, Anat. Hefte, 1901; HoLmcres, Weitere
Miittheilungen iiber den Bau der Nervengellen, Anat. Anz., 18q0; Sminnow, Einige
Beobachtungen iiber den Bau der Spinalgangliengellen bei einem viermonatlichen
menschlichen Embryo, Arch. I. mikr. Anat, vol. Lix, 1901.
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Os métodos de Niss. e de Hewp coram-o admirdvelmente num
tom azul pilido ou intenso. A sua afinidade para a hematoxilina, quer
aplicada sob a formula de Boeumer, quer sob a formula de Heme-
NHAIN, € nula.

Mas a afinidade corante para o azul de metilena varia com a fase
da cadaverizagdo. Vai-se acentuando pouco a pouco, depois ate-
nuando até ao desaparecimento total.

Por outro lado, se atentarmos nas series descriptas, constatamos
que os filamentos nucleares somente comegam a aparecer ou a tor-
nar-se mais frequentes numa certa altura da serie, isto ¢, concomi-
tantemente a um estado de cadaverizagdo mais ou menos avangado.
Assim na 1.* serie (meio humido fenicado) aparecem somente 41/:
horas post mortem nas células de substincia gelatinosa de Rovanno,
isto ¢, quando o nucleo comega a modificar a sua afinidade quimica;
na 4.* serie em que a temperatura apressa as alteragdes regressivas,
os filamentos aparecem no fim de '/; depois da morte, mas s6 se tor-
nam abundantes 2 horas depois e ainda nas células de substincia ge-
latinosa; na 3.* serie vimos que apareciam nas somatocrémicas 26
horas depois da morte. Os cortes eram tdo numerosos que estes
resultados merecem toda a confianga e os filamentos ndo poderiam
passar desapercebidos.

Mostram-se completamente independentes do nucléolo: nio me
foi possivel observar filamento que fosse sequer tangente ao nucléolo.
A maior parte das vezes sio independentes da membrana nuclear
(fig. 32). Em outras, porém, a sua dependéncia desta membrana im-
poe-se como evidentissima. Representei nas figs. 33, 34, 59 e 6o
casos tipicos. Ora apresenta a membrana nuclear reentridncias das
quais uma penetra profundamente, sendo bem aprecidveis as paredes
dessa depressdo em betesga (fig. 33) que ndo chega a atingir a parte
central do nicleo; ora é uma reentrincia isolada, cujo fundo se pro-
longa por um trago, correspondente a um didmetro da circumferéncia
nuclear (fig. 34); ora sdo tragos que vio dum ponto a outro da mem-
brana (fig. Go); ora ainda filamentos numerosos, curtos, radialmente
dispostos a partir da membrana e sem atingir o centro do nucleo
(fig. 59).

Estes factos levam-me a convicgiio de que estes filamentos repre-
sentam pregas da membrana nuclear, consequentes a retracgio do nu-
cleo, seccionadas em virios sentidos. Para reforcar esta conviceio
citarei:

A identidade de reac¢bes corantes da membrana e déstes fila-
mentos tendo em consideragdo a fase regressiva; comegam a fixar o
azul de metilena, quando a membrana nuclear, na progressdo do pro-
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cesso cadavérico, comegou também a manifestar a sua afinidade para
éste corante, em detrimento da eritrosina, no método de Hevp.

A coincidéncia do seu aparecimento ou maior freqiéncia com a
irregularizagio do contorno nuclear, isto ¢, com a fase de regressio
cadavérica em que o nucleo se retrai e as pregas se formam.

A sua mdxima frequéncia nas células de substdncia gelatinosa,
precisamente aquelas cujo nucleo mais rapidamente sofre a influéncia
do meio e dos reagentes, nio so pela sua situagio tupugreiﬁca, mas
também pela sua pobreza de citoplasma protector.

;Poder-se hio identificar estes filamentos com os bastonetes ou
balestilhas?

Contrdriamente & opiniio de Caiar, estes filamentos podem ser
numerosos num mesmo ntcleo; a sua forma ¢ bastante diferente da
descrita por Athias; a sua dependéncia da membrana bem contréria
a opiniao daqueles que consideram os bastonetes completamente in-
dependentes dos elementos componentes do nucleo; as reacgbes co-
rantes ¢ em especial a de hematoxilina férrica diferentes em um e
outro caso.

Mas o valor déstes argumentos contrdrios a identificagio nio ¢é
realmente considerdvel. Assim, Prenant encontrou dois bastonetes
nas células dos ginglios simpdticos do ourigo; a forma so ¢ diferente
da descripta por Arnias nas células dos ginglios espinhais do coelho e
do gato; corresponde a descrigiio da maioria dos autores; as reacgbes
corantes so teem valor quando aplicadas em igualdade de condigGes
de modo a tornarem-se compariveis.

Nestas condigbes ndo me repugna aceitar a tese de Lucaro, que
os bastonetes sido simples pregas da membrana nuclear, reconhecendo,
todavia, que sdbre a questio ¢é indispensdvel realizar mais amplas
pesquisas para se alcan¢ar um resultado definitivo.

O nucléolo constitue um ponto nio menos obscuro na histologia
da célula nervosa, e encheria volumes tudo o que se tem dito a res-
peito déste mintsculo corpo nuclear.

E geralmente tnico, dizem os autores, o que parece ser Jd ponto

definitivamente assente, tal ¢ o consenso qudsi undnime que se observa.

Disse quasi undnime, pois que uma ou outra voz aparece apontando
excepgbes, por vezes numerosas. Assim, Marinesco, estudando o nu-
cléolo nos diversos tipos celulares do feto, notou que no principio do
desenvolvimento o nimero de nucléolos € grande, e que éste numero
diminue com a aproximagio do estado adulto. Citam-se mesmo neste
periodo células bi- e tri-nucleoladas; das primeiras algumas observei
das quais ¢ exemplo a fig. 52.




Cadaverizacdo e autolise da medula espinhal 519

A andlise das series mostra-me que o progressivo desencadear do
processo cadavérico pode induzir em érro qualquer observador inex-
periente, desde que ndo seja atentamente considerado o periodo de-
corrido depois da morte. Assim um periodo hd em que o nucléolo
se divide em dois e trés fragmentos, podendo mesmo observar-se um
comégo de divisdo representado pelos nucléolos em alter (fig. 51). O
numero de fragmentos, um dos quais mantém a forma esférica, pode
ser maior (fig. 55), na fase que precede a pulverizagdo nucleolar.
Portanto a marcha de desintegragiio cadavérica do nucléolo reproduz,
em sentido inverso, o desenvolvimento na sua progressiio para o es-
tado adulto celular. A medida que a célula nervosa se desenvolve, o
ntimero de nucléolos diminue; 4 medida que a cadaverizagio da célula
nervosa progride, a partir de certo ponto, o nimero de fragmentos
nucleolares augmenta.

Devemos, porém, notar que o inicio da fragmentagdo nucleolar é
acompanhado de tais lesdes regressivas dos outros componentes ce-
lulares que qualquer confusio ¢ dificil de se dar numa conscienciosa
observacio.

Observei que o nucléolo ¢ geralmente volumoso, nio sendo possivel
estabelecer qualquer proporcionalidade entre o seu volume e o do nu-
cleo.

Nos casos em que constatei nicleos plurinucleolares, nos primeiros
dias depois da morte do animal, o volume era desigual e a situagdo
varidvel, umas vezes lado a lado no mesmo plano, outras em planos
diferentes, uns proximos, outros afastados. Estes casos constituem
uma raridade, pois se reduzem a uma dezena em muitos milhares de
células nervosas examinadas.

Se observarmos as células imediatamente ou pouco depois da
morte, o nucléolo é esférico, de limites muito nitidos, mas o apareci-
mento da deformagiio nucleolar ¢ precoce e observdvel muitas vezes
com ¢ nucleo intacto. Assim, nos fragmentos colocados em meio
humido fenicado 2 '/s horas depois da morte, ji apareciam nucléolos
deformados quando nio havia ainda outras lesdes bem aprecidveis.
Nos fragmentos colocados no exsicador e nos meios aséticos a defor-
magdo aparece também cedo, mantendo-se, porém, a nitidez primitiva
do contdrno.

Muitos nucléolos manteem-se esféricos até as ultimas fases do
processo regressivo, perdendo as suas afinidades corantes antes da
modificagdo da forma.

A posigio excéntrica do nucléolo ¢ a regra; so excepcionalmente
ocupa o centro do nicleo. Com o processo cadavérico o afasta-
mento do centro aumenta ¢ podem aparecer aplicados contra a face
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interna da membrana nuclear (figs. 40, 42 ¢ 54) ou fazendo hérnia
nesta membrana (figs. 27 e 3o).

Como nucléolos rigorosamente céntricos, feriram a minha atengdo
os observados, com o0 método de Niss., em cortes de fragmentos da
medula de coelho, 167 horas depois da morte (fig. 57). O proto-
plasma ¢ uniforme; igualmente uniforme e homogéneo o nicleo; no
seu centro vé-se o nucléolo volumoso de contérno geométricamente
concéntrico 4 membrana nuclear. Esta regularidade interessante ¢
inexplicdvel nesta fase tdo avangada de cadaverizagao.

O nucléolo fixa o azul de metilena e a hematoxilina, quando em-
pregados isoladamente e nas primeiras horas depois da morte, e, se
a acgdo do corante ¢ demorada, a coloragdo ¢ uniforme.

Desde, porém, que a ac¢io do reagente seja cuidadosamente se-
guida, nota-se desde logo que o nucléolo nio ¢ homogéneo e antes
tem partes que se coram umas mais intensamente que outras. Num
grande nimero a parte central é menos corada, noutras a irregulari-
dade ¢ tal que ¢ dificil sistematizar, o que indica que, se porventura
existe diferenga quimica entre as substincias que fixam com mais ou
menos intensidade estes corantes, a sua distribuigio ¢ irregular na
maior parte dos nucléolos.

Empregando a eosina juntamente com a hematoxilina a coloragao
violete mantem-se dominante. Jd o mesmo nido sucede com a eritro-
sina acidificada; a parte central do nucleolo tinge-se de vermelho vivo.
Este resultado estd de acdrdo com o estabelecido por vérios histolo-
gistas (Levi, BunLer, Scorr, Ewing, LenHossexk), segundo os quais no
nucléolo existem duas regides cuja afinidade quimica ¢ diferente: a
central, acidofila, a periféria, basofila. Mais propriamente e em face
das reacgbes descritas, deveriamos a primeira chamar anféfila.

Mas desde que comegam a aparecer alteragbes cadavéricas as
afinidades corantes modificam-se; pouco tempo depois da morte, em
alguns casos 2 horas depois, a zona periférica fixa também a eritro-
sina, ficando todo o nucléolo corado de vermelho, mais intenso na
parte central, o que prova que a basofilia periférica era duma grande
instabilidade e merece também a designagio de anfofilia. Empre-
gando s6 uma cdr bdsica, a diferenca de coloragdo entre as duas por-
¢oes depressa desaparece também. Nas ultimas fases de regressio
cadavérica a coloragio do nucléolo ¢ uniforme qualquer que seja a
tinta empregada e uniformes sdo também os fragmentos em que o
nucléolo se divide num dos processos por que se faz a sua regressao.
No segundo ¢ a perda completa de afinidade corante tanto para as
cores bisicas como para as dcidas.

Nio me foi dado observar em caso algum os blocos semilunares
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basdfilos de Levi com os caracteres descritos por éste histologista.
Esta observagio ndo podia deixar de ser deficiente por nio terem
sido empregados os processos técnicos preferiveis. Observei nas pri-
meiras fases do processo regressivo esférulas aplicadas contra o nu-
cléolo, umas de pequenas dimensdes, outras volumosas, constituindo
fragmentos da coroa perinucleolar descripta por Levr (figs. 4, 5, 56).
Outras vezes os corpos basofilos ndo fazem saliéncia a superficie do
nucléolo mas conhecem-se distintamente na sua zona periférica, nio
chegando a unir-se, nem a constituir uma camada cortical continua
(figs. 17, 28 a, 28 e 56).

E de notar que nas fases avangadas da cadaverizagio desaparecem
as esférulas salientes, coincidindo esta desaparigio com a maior ri-
queza das granulagbes nucleares, muitas delas certamente provenien-
tes do destacamento e fraccionagio dos corpos basofilos.

Na minha exposigiio interpretativa das preparagdes observadas
muitas vezes falei de pequenas manchas claras nucleolares e defini-as
assim por ndo encontrar melhor expressio, extranha as discussées que
existem sdbre a sua natureza. Uns pretendem que sio esférulas
claras, refringentes, verdadeiros nucléolos (OpersTeiNErR, HoLMGREN,
SacHa Ruzicka, etc.). Outros que sdo simples vacuolos (FLemming,
GoLpscHEIDER, FraTau, etc.). A minha observagiio nio ¢ suficiente-
mente extensa para poder ter uma opinido definida sdbre a questio.
Comtudo um facto ha que me leva a inclinar-me mais para a natureza
vacuolar dessas manchas claras das minhas preparages !. Antes da
fragmentagdo do nucléolo, por vezes estas manchas sdo majs nume-
rosas mostrando um aspecto grosseiramente esponjoso, mantendo-se
incolores e completamente idénticas a manchas iguais que aparecem
no protoplasma e no nucleo das mesmas células, das quais apenas
diferem pelas dimensdes. Ora, assim como me repugna admitir que
essas manchas citopldsmicas sejam corpos refringentes, igualmente
me inclino a aceitar que o ndo sejam as nucleolares, nessa fase de
decomposi¢iio e por dedugio nas fases em que aparecem.

Nos casos em que existem e os nucléolos se nio fragmentam, a
nio ser depois de perdidas as afinidades tinturiaes, acompanham o
nucléolo em todas as suas modalidades de coloragio, mantendo sempre
0§ seus caracteres proprios. E possivel que, se fossem verdadeiros

! Sfo rarissimas nos blocos medulares fixados imediatamente depois da morte
do animal ¢ quando aparecem ¢ nos blocos das porgdes mais volumosas da medula,
isto ¢, precisamente naqueles em que a penetragio do fixador é mais lenta pela
capa protectora da substincia branca, dando tempo a que mais rdpidamente pro-
gridam na substincia cinzenta as alteragBes cadavéricas,
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nucléolos, apresentassem alteragbes cadavéricas e que deixassem re-
siduo aprecidvel apos a fragmentagio.

Casar inclina-se a considerar os vacuolos ou corpos refringentes
de Lacue produgdes artificiais provocadas pela acgiio dos reagentes
ou por fenémenos autoliticos nucleolares, ¢ ainda a que sejam vaciolos
pela sua estreita semelhanga com os vactiolos dos glébulos brancos,
pelo seu contdrno inteiramente compardvel 4 zona periférica nucleolar,
e pela sua colorabilidade menos enérgica.

E dificil admitir a identidade destes vacuolos e das esférulas ar-
gentofilas de Caiar.

Estas sio mais numerosas e a diferenga de numero ¢ a maior
parte das vezes flagrantissima; por outro lado resistem pouco ao pro-
cesso cadavérico e dentro de poucas horas depois da morte nos nu-
cléolos nilo se via mais que uma fina poeira, onde se niio distinguiam
contornos das esférulas primitivas. As manchas claras, pelo contrd-
rio, aparecem e aumentam em numero.

A identdade ¢ possivel entre estas manchas e os vactolos que
MariNesco afirma que o método de Caian permite constatar entre as
granulagdes nucleolares !, ¢ que eu encontrei quando as esférulas ar-
gentdfilas comegavam a rarear.

Frequentes vezes constatel a existéncia de corpusculos nucleolares,
especialmente revelados pelo método de Nisst, na medula em decom-
posigio em meio himido e fenicado. Estes corpusculos e os va-
cuolos apareciam simultineamente e nunca nos cortes feitos em fra-
gmentos fixados imediitamente depois da morte. Nas fases médias
e ultimas do processo regressivo os corpusculos deixavam de se co-

1 Bibliografia consultada relativamente ao nucléolo: 8. Ramox Casar, Estrutura
del protoplasma nervioso, Rév, trim, micr., 1890, t. 1, pag. 1; Levi, Su alcune parii-
colarita di struttura del nucleo delle cellule nervose, Rév. di patol. nerv, e ment.,
1896, vol. 1; Lenunossex, Ueber den Bau der Spimalgangliengellen des Menschen,
Arch. fiir Psychiatr,, xxix, 1807; Van Genvcures, L'anatomie fine de la cellule ner-
veuse, C. R. du XI Congres intern. de Med. de Moscow, 1897 Lewi, Ricerche cito-
logiche comparate sulla cellula nervosa dei vertebrati, Rév. di patol, nerv. e ment.,
1897, vol. n, n.o* 5 e 63 Levy, Consideragioni sulla struttura del nucleo della cellula
nervosa, Rév, di patol. nerv. e ment., 1898, vol. m, pag 28qg; Ruzicka, Zur Geschichte
und kenntms der feineren Structur der Nucleolen in den centralen Nervenzellen,
Anat. Anz,, Bd. xvi, 1800: Suzzaro, Ueber Ergebnisse der Nervengellenfdrbung in
infixirtenn Zustande, Berl. klin. Wochenschr., vol. xxxix, 1902; Lacug, Sur le nu-
cléale de la cellule nerveuse, Jlourn. de Neur,, 1905; Mamnesco, Recherches sur le
noyau et le nucléole de la eellule nerveuse, Centr. f, Psych. u. Neur., Bd. v, 1905; M
Atnias, Anatomia da cellula nervosa, Lishoa, 1005; Marinesco, La cellule nerveuse,
Paris, 1000, vol.1; 5. Ramon Cusar, El nicleo de las células piramidales del cerebro
fumano y de algunos mamiferos, Trab. del labor. de invest. biol,, 1910, t. vuu,
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rar, precedendo esta perda de afinidade corante a do nucléolo.  Apre-
sentaram-se sempre pouco volumosos, uniformemente corados, fisando
o azul de metilena no método de Herp e nunca colocados no centro
de vactuolos. O seu volume era sensivelmente o mesmo em todos
éles, de modo que nenhum merece a designagio de nucledlulo. A sua
auséncia constante em todas as células fixadas imediatamente depois
da morte levam-me a aceitar abertamente a hipotese que CaiaL chegou
a formular, depois de estudar os mesmos corpusculos pela prata re-
duzida, que sdo produtos de alteragdo cadavérica.

Disse repetidas vezes nas minhas descripgdes que, com frequéncia
€ precocemente, aparecem espagos claros no nucleo, a par de grumos
ou massas grumosas, muito palidamente corados em azul pelo pro-
cesso de NissL, em rosa mais ou menos viva pelo método de Hewn e
ainda tomando uma cor fraca pelas hematoxilinas de Boenmer ou Her-
DENHAIN. Estes espagos representam indubitdvelmente uma alteragio
cadavérica, pois ndo se encontram nos blocos pouco espessos das
por¢bes mais finas da medula, fixados imedidtamente post mortem.
Representam o resultado da retragdo do nucleo, com rotura das tra-
béculas da rede de linina, cujos fragmentos se aglutinaram com os
grumos ialinos constituintes das massas grumosas descriptas. Em
alguns déstes ¢ ainda possivel distinguir granulacdes irregulares que
devem corresponder as granulagdes que CasaL e Lennossex se incli-
nam a considerar como grios de edematina.

Além destas, muitas granulagGes observei cuja identificagdo oferece
uma grande dificuldade.

Na fig. 24 representei, como exemplo de virias que encontrei, uma
célula da medula de cio em que o niucleo apresenta dois outros cor-
pusculos arredondados, pouco afastados do nucléolo e corados com a
mesma tonalidade pelas hematoxilinas. ;Nucléolos supranumeririos,
granulagGes neutrofilas do carioplasma, globulos de nucleina despren-
didos das zolle de Levi?

Outros corpusculos se mostram no carioplasma: uns em pequeno
numero, muito pequenos, fortemente coradosem azul, ou em verme-
lho pelo método de Hewp, ou todos em azul pelo processo de Nisst
(figs. 51, 59, 6o, 28 e 29), outros ainda mais pequenos ¢ mais nume-
rosos com as mesmas reac¢des eorantes (figs. 28 a, 29, 56). Estes
corpuscilos devem corresponder aos grinulos neutrofilos ou acidéfilos
de alguns autores e a que CouuN chama ainda eosinéfilos, distin-
guindo, segundo a sug abundincia, duas variedades de nucleos: iper-
granulosos e ipogranulosos. Parece, como decorre da anilise das
series, que estes corpusculos podem fragmentar-se com a marcha da
cadaverizagio, dando logar a extrema abundincia em que se obser-
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vam nas figs. 42, 43 e 45 em fase adeantada da regressio cadavérica.
Sendo assim, se conclue quio preciria € a classificagio de Corn; um
ntcleo ipogranuloso pode tornar-se ipergranuloso no ultimo periodo
da sua destruigiio.

Alguns nucleos, corados pelo violeta de genciana, mostram o plasma
completamente cheio de esférulas, colocadas umas ao lado das outras,
mais pdlidas que o micleo, pelo que demos a estes nicleos o nome
de nucleos tigrados. ;Qual ¢ a significagio destas granulages? Por
agora nada posso dizer de plausivel.

Envolvendo todas estas formagdes, encontra-se a membrana nu-
clear. O seu tragado acompanha a forma do micleo e esta as defor-
magoes da célula. Observada imedidtamente depois da morte, mostra
o seu duplo contdrno, nitidamente aprecidvel e de uniforme espessura.
No evolutir do processo cadavérico os seus caratéres modificam-se;
comega a fixar os corantes bdsicos e a apresentar desigualdades de
espessura (figs. 28 a, 30, 34, etc.), roturas, até que se fragmenta dei-
xando espalhar os residuos nucleares.

Aderentes a superficie externa desta membrana e representando
um avangado estado de cadaverizagiio, mais precocemente numas cé-
lulas que noutras, aparecem granulagbes dando ao nucleo, nesses
casos qudsi sempre uniformemente corado, um aspecto a que chamei
muriforme (fig. 27 a). kstas granulagbes semiesféricas, arredonda-
das, ou ainda irregulares, dispGem-se umas vezes regularmente em
volta do niicleo, dando-lhe a forma duma roda dentada (figs. 27 a, 41);
outras vezes acumulam-se em uma zona limitada da periféria (fig. 54).
Nesta ultima figura, em que representei um dos mais caracteristicos
nicleos que observei, existe perto uma granulagio idéntica, mas afas-
tada da membrana, livre no citoplasma alterado.

As alteragdes existentes no protoplasma celular, na fase em que
apareceu éste estado muriforme, fazem por de parte a hipétese de
serem formacdes citopldsmicas. A tnica plausivel é que se trata de
granulagdes emigradas do suco nuclear.

Feita esta andlise interpretativa, podemos resumir as alteragées
cadavéricas do nucleo das células nervosas da substincia cinzenta das
medulas de coelho e de cio, colocadas meio séptico ou aséptico, hu-
mido ou séco, dizendo que as alteragées apresentam variantes que se
podem reduzir a dois esquemas que teem uma primeira parte comum.
A primeira fase consiste em: '

Retracgio do nicleo, com pregueamento da membrana, rutura
das trabéculas da rede de linina e consequente formagio de massas
grumaosas.

Excentragdo do nucléolo e sua deformagio.
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Aparigio de corpusculos nucleolares.
Desapari¢io duma parte dos corpos basofilos de Levi, coincidindo
com o aumento das granulagdes nucleares.

Desapari¢io das esferas argentofilas de Casar.

Aspecto muriforme do nucleo. Emigracio de granulagbes nuclea-
res.

As alteragdes consecutivas divergem em seguida. No primeiro
esquema observa-se:

Alveolizagio do nucléolo e fragmentagio consecutiva, conservando
0s fragmentos as afinidades corantes.

Fragmentagio do nticleo, reduzido a uma poeira de granulagfes.

No segundo deparamos com a perda completa de afinidade corante
sem fragmentagio, o que alids jd se vinha definindo pela diminuigdo
dessa afinidade.

Em volta déstes esquemas podem agrupar-se os mais variados
tipos. Devemos ainda notar que, invadidas cronolégicamente as cé-
lulas nervosas duma maneira muito diversa pelo processo cadavérico,
que se inicia consequentemente em periodos diferentes, depois da
morte do animal, no mesmo corte teremos sempre células em fases
diversas do processo regressivo. Umas ainda estio no inicio das al-
teragbes e jd outras vdo numa avangada desagregacio.

E ainda interessante comparar estes resultados com os obtidos
por Neep, Barsacct £ Campacar e Carvos Franca, os histologistas que
mais cuidadosamente versaram éste assunto.

Neet!, estudando exclusivamente as células dos cornos anteriores
da medula de cdo pela coloracio dupla com a eosina e a tionina, ou
$6 com a tionina em soluto saturado, depois de 24 horas de fixagdo
no sublimado, notou que o nicleo era o primeiro componente da cé-
lula que se mostrava alterado. 24 horas depois da morte a alteragio
consistia apenas numa ligeira cor azulada. As 48 horas constatou a
excentragdo do nucleo.  As 72 horas o ntcleo aparece retraido. g6 ho-
ras depois da morte a auréola clara perinuclear, que aparecia desde
as primeiras horas depois da morte, ¢ muito aumentada, os contornos
do nicleo tornam-se imperceptiveis, o nucléolo vacuoliza-se.

Nestas investigagGes aparece apenas, como facto por mim nio re-
ferido, a existéncia de auréolas perinucleares, até certo ponto expli-
cdvel pela diferenga das técnicas empregadas. De resto a marcha do
processo regressivo ¢ fundamentalmente a mesma.

Barsacct £ Campacci?, empregando a mesma téenica de Neppr e

I Nepr1, loc. cit.
* Bareaccr £ Cavracey, loc, eit,
YOL. I N 2-3
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colocando a medula a uma temperatura constante de 22°, descreveu,
COmo primeiro fenomeno cadavérico, uma certa indecisio do contorno
nuclear ou um estado idropico do nucleo, que precede o estado atro-
fico, manifestando-se por aumento de volume, invisibilidade do reti-
culo cromdtico, que ¢ substituido por grumos granulosos. No periodo
atréfico o contdrno ¢ irregular e franjado; a massa nuclear corada
homogéneamente contém pontuagdes tdo coradas como o nucléolo.
Em certos casos aparecem no ntcleo esférulas de aspecto ialino, que
pelo seu nimero podem enché-lo qudsi completamente.

Esta disposigio reproduz precisamente as minhas figuras 36 e 38,
cujas esférulas deixei ficar sem explicagio, que, alids, Barsacct g Cam-
pacct também ndo dio.

Como lesdes mais frequentes do nucléolo estes autores citam a
excentracio, deformagio, desagregagio e perda de afinidade corante.

Cartos Franca! utilizou a cobaia, cuja medula era conservada a
04"

Fazia a fixagio com o dlcool e empregava o azul policromico e a
tionina. Refere que 2 horas post mortem o nicleo se desloca para a
periféria e contém um nucléolo caraterizado por uma certa ipercromia.
Depois segue-se a sua deformagdo e o destacamento de pequenos fra-
gmentos de massa nucleolar que se espalham pelo nucleo o que o torna
pulverulento. No fim de 20 horas os nicleos coram-se uniformemente
de azul.

Nestas investigages existem detalhes que ndo se coadunam com
o resultado das minhas investigagdes. Fundamentalmente o processo
¢ o mesmo. Qualquer critica seria injustificada porquanto so sio
compardveis os resultados obtidos com 0 mesmo processo técnico e
nas mesmas condi¢bes de experimentagio.

Referindo estes trabalhos, pretendo apresentar novas variantes dum
mesmo processo, que tio detalhadamente precisa de ser estudado para
evitar graves erros interpretativos.

2." RAMIFICACOES E ARBORIZACOES TERMINAIS DAS COLATERAIS
DA SUBSTANCIA BRANCA, COLATERAIS INICIAIS
DOS PROLONGAMENTOS CELULARES

Observando uma preparagio microscopica da substdncia cinzenta
da medula, tratada por qualquer dos processos de impregnagdo de-

I Carios Franca, Contribulgdo para o estudo das alteragies cadavéricas das
células radiculares da medula espinkal, 1* com., Lesdes do protoplasma. Arch. de
Med., 1808, paz. 1,
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rivados do método fotogrifico de L. Simarro !, surpreende o nimero
infinito de filamentos que atravessam o campo da objectiva em todas
as dire¢des. ;O que sio estes filamentos, donde veem e para onde
vio? K a pergunta que formulard qualquer observador inexperiente
na histologia do sistema nervoso.

Todos estes filamentos de desigual volume sido prolongamentos
das células nervosas, uns dendriticos, outros fibras amielinicas, cilin-
dros cixos nus e as suas ramificagdes. Encontram-se nessa pseudo
rede: cilindros eixos que das células motrizes se dirigem para as raizes
anteriores (Derrers, Meynert, Raxvier, etc.), colaterais iniciais déstes
prolongamentos (Govar, Casav), direitos ou recorrentes (LENHOSSEK);
bifurcagbes e colaterais dos cilindros eixos que formam as raizes pos-
teriores; cilindros eixos que das células do niicleo comissural (LE-
NHOSSEK) se dirigem para o corddo anterior do lado oposto; cilindros
eixos das células comissurais posteriores (Cajar, VaLenza): cilindros
eivos das células funiculares directas; cilindros eixos que das células
de substdncia cinzenta se dirigem para os corddes; fibrilhas colaterais
que das fibras dos corddes se lancam nos cornos anterior e posterior;
prolongamentos protoplismicos de todas as células nervosas da sub-
stincia cinzenta e suas multiplas ramificagdes; tubos terminais dos
cilindros eixos das células do encéfalo: ramificacGes das células de
Gorai, tipo II.

Mas para que sejam visiveis todos os elementos déste emaranhado
plexo, necessdrio ¢ que se escolham medulas ndo demasiadamente al-
teradas cadavéricamente.

¢Quais siio as alteragdes e qual a ordem cronologica da desinte-
gragio cadavérica?

Procurei estudd-las no cio e no coelho.

Na andlise das preparagdes feitas foram rejeitadas sistemdtica-
mente todas aquelas em que a impregnacio se nio podia considerar
boa, e em cada preparagio escolhida a zona optima de impregnagio.

A primeira serie de pesquisas diz respeito & medula de coelho.
Analisando cortes de fragmentos, fixados cada vez mais tarde depois
da morte, observamos detalhes interessantes.

1.* serie — Conservagio dos fragmentos numa atmosfera humida
e fenicada,

!/ hora— Cortes da medula dorsal.

Na substincia intercelular da substincia cinzenta todas as fibras
ficam admirdvelmente impregnadas, umas duma delicadeza extrema,

! L. Smarro, Nuevo método histoldgico de impregnacion por las sales fotogrd-
ficas de plata. Rev. trim. microg., tom. v, 1900,
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as colaterais. outras mais volumosas, os cilindros eixos e os dendritos.
A impregnagio ¢ muito uniforme ao longo das fibras que se véem sen-
sivelmente rectilineas em longos trajetos. O fundo da preparagio,
entrevisto pelas malhas déste falso reticulo, ¢ dum amarelo dourado,
ndo homogéneo; se empregarmos um foco de luz artificial, iluminando
0 campo microscopico, vemos partes em que ¢ finamente granuloso,
mas conservando sempre a cor geral do
fundo, desigual e de distribuigdo indefini-
vel.

Este aspecto deve ser devido a acgio
da prata coloidal sébre o protoplasma das
células nevroglicas e os seus prolonga-

mentos.
i Vs, 3 horas. Em cortes da medula
64 dorsal o aspecto em nada difere do jd
descripto.

24 /s horas — Cortes da medula dorsal.

Ao focar uma preparagio destas desde logo se nota, mesmo com
uma fraca ampliagdo, que existe alguma cousa que rouba a identidade
com as preparagdes analisadas anteriormente. A causa da diferenga
reside na substincia intercelular. Os cilindros eixos nus nio teem
aquela nitidez de contdrno que os destacava tio vigorosamente no
fundo, nem @éste tem a cOr primitiva sensivelmente homogénea.

As fibras engrossaram desigualmente; nio sdo ja representadas
por tragos negros mas por estreitas fitas limitando um espago mais
claro (fig. 61). Tornaram-se muito sinuosas, donde resulta que ¢ di-
ficil segui-las em longos trajectos no campo do microscopio; a sec¢io
apanhando ansas diferentes dividiu-as em trogos. A impregnagiio
nas fibras amielinicas menos alteradas ¢ desigual. Ainda se encon-
tram algumas em que nada se opde a que as consideremos normais.

O fundo ¢ muito desigual em coloragdo. . Além disso, nio ¢ fina-
mente granuloso, mas antes grumoso, tio numerosas sio as massas
informes que nele se encontram, formando grumos de volume va-
ridvel.

47 horas — Cortes da medula cervical.

As alteracdes que acima descrevemos generalizaram-se ¢ s6 muito
raramente se encontram fibras que ndo sejam alteradas.

51 horas — Cortes do engrossamento cervical.

No interior das delgadas fitas em que se transformaram os cilin-
dros eixos nus, véem-se pequeninas pontuagbes umas escuras, outras
claras, as primeiras muito mais escuras que linha limite, que se
mostra muito pilida.
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60 horas — Cortes da medula dorsal.

E notédvel a redugio do nimero de fibras amielinicas que se obser-
vam impregnadas. Empregando uma luz mais forte, depressa se re-
conhecem algumas mal impregnadas e mais ficilmente reconheciveis
como fitas de pontuagdes pulverulentas do que como filamentos. Na-
quelas em que a impregnagio ¢ regular e em que casualmente hd no
interior das fibras alteradas uma alternagio de pontos escuros e espa-
gos claros, o cilindro eixo nu toma o aspecto duma finissima fibrilha
muscular. O fundo de preparagio ¢ fracamente pulverulento, para
0 que certamente concorrerd a destrui¢io de numerosas fibras e o es-
palhamento da sua substincia, que determina uma reducdo do metal
sob a forma de finissimas particulas.

72 horas — Cortes da medula cervical.

Embora &ste fragmento fosse fixado mais tarde que o precedente,
as modificagdes sdo menos intensas. F porém valiosa a sua anilise,
porque entre os cilindros eixos nus, dilatados, flexuosos, de contornos
pouco precisos, encontra-se uma alteragfio intermédia entre estas le-
sbes e a desaparigio das fibras por pulverizagiio. Essa alteracdo
consiste na formagdo de pequeninos vactolos ao longo das fibras, va-
ciolos que levantam a superficie e, sendo muito numerosos, lhes ddo
um aspecto moniliforme.

05 horas — Cortes da medula lombar.

As alteragbes sio idénticas as constatadas nos fragmentos fixados
60 horas depois da morte,

119 horas — Cortes do engrossamento lombar.

Todas as preparagdes se mostram cobertas duma poeira finissima.

As fibras amielinicas sdo em numero muito reduzido, umas como p4-
lidas sombras, outras mais nitidas, mas mesmo estas completamente
cobertas dessa finissima poeira. Estas pontuagdes encontram-se em
todas as camadas abrangidas pelo corte,
Este mesmo aspecto, diferindo apenas na desaparicao destas ulu-
mas fibras, se observa em cortes da medula lombar, dorsal, cervical,
engrossamento lombar, feitos em fragmentos fixados 121, 124, 143,
145, 148, 167, 169, 172 e 193 horas depois da morte do animal,

Portanto poderemos desde ji concluir que as ramificagdes e arbo-
rizagbes terminais das colaterais da substincia branca e as colaterais
iniciais da substincia cinzenta rdipidamente patenteiam alteragdes de
desintegracdo cadavérica.

Podem comegar 24 horas depois da morte nas condigoes experi-
mentais ensaiadas. As lesGes consistem em perda de nitidez dos
contornos, engrossamento desigual, vacuolizag¢do e pulverizacdo intra-
fibrilar, precedendo a fragmentagio.
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2.* serie — Medula de cio.

Fragmentos retirados da medula, colhida sem cuidados antiscp-
ticos, e colocada em secador fenicado a temperatura do laboratério
(14°-16").

2 horas — Medula dorsal.

O inextricdvel falso reticulo que enche os espagos intercelulares
em nada difere do obtido na medula do coelho 1fs hora post mortem.
Observa-se a mesma delicadeza das colaterais, como tragos finissi-
mos percorrendo toda a preparagio, os mesmos corddes volumosos,
no interior dos quais se distingue a armagio fibrilar, a mesma unifor-
midade de coloragio do fundo.

Este aspeto mantem-se nos cortes dos blocos fixados 4, 8, 10 horas
depois da morte e cortados na porgdo cervical da medula.

20 horas 3f;. — Medula cervical.

Excepcionalmenie aparecem algumas fibras desigualmente engros-
sadas e de contetdo pulverizado nas dilatagées empolares.

49 horas — Medula dorsal.

O engrossamento ¢é mais frequente, aparecendo numerosas fibras
em que o duplo contdrno ¢ muito nitido.

53 horas — Medula dorsal.

Além de dilatadas aqui e além, as fibras sio em geral muito fle-
xuosas, descrevendo caprichosas ondulagdes em curto trajecto, o que
¢ bem aprecidvel em muitas delas. A maioria das alteradas siio di-
vididas em fragmentos de variadas dimensdes, o que pode ser atri-
buido a divisdo pelo corte das tortuosidades, deixando ansas livres.

Este mesmo aspecto ¢ observivel nas porgoes cervical, dorsal e
lombar em cortes de blocos fixados 70, 74 /2, 76, 8o ¥/, 82 horas de-
pois da morte do animal.

84 horas — Medula lombar.

As colaterais finas sfio dificilmente percetiveis; nas preparagdes
avultam bem impregnadas unicamente as colaterais mais volumosas.
As primeiras reduziram-se a uma finissima poeira que concorre para
a falta de uniformidade do fundo das preparagoes.

As fibras ndo sdo unicamente engrossadas, apresentam no seu
trajecto dilatagdes fusiformes e flexuosas, sio moniliformes; as em-
polas sdo pequenas e aprecidveis nos numerosos trogos em que a
secgiio dividiu as fibras. K de notar que estas alteragdes nilo apare-
cem uniformemente espalhados nos cortes; existem zonas em que as
alteracdes abundam e outras em que sdo raras.

119 horas — Medula cervical.

As mesmas lesoes anteriormente descritas, assim como nas obser-
vagdes feitas 124, 142, 148, 167 ¢ 172 horas depois da morte.
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Esta serie vem mais uma vez demonstrar que a secagio da me-
dula ¢ um meio optimo de retardar as lesdes cadavéricas, pois que
em periodos iguais as lesdes ndo atingiram nesta serie o ultimo termo
regressivo da serie anterior,

3.* serie — Medula de coelho.

Depois de extraida asepticamente, foi dividida em pequenos fra-
gmentos, colocados em seguida em tubos de ensaio esterilizados, sobre
algoddo humido igualmente esterilizado, e fechados ao macarico. To-
dos os tubos foram mantidos a uma temperatura oscilando entre 37°
e 39°.

28 horas — Medula dorsal.

As mais finas colaterais sio pouco nitidas, muito fracamente im-
pregnadas mesmo na zona optima. Qudsi todas as fibras sdo flexuo-
sas ¢ nio descrevem longos precursos no campo microscopico. Em
alguns pontos existem massigos de grinulos poeirentos, por vezes dis-
postos em filas estreitas.

48 horas — Medula cervical.

Do complicado reticulo da substincia cinzenta intercelular apenas
restam pequenos fragmentos, de duplo contdérno, desigualmente im-
pregnados na sua espessura. Todo o fundo da preparagdo ¢ ocupado
por uma poeira de grinulos muito desiguais em volume ¢ em forma,
produzidos certamente pela desagregagio das fibras e da nevroglia,
da qual seria fase preliminar a formagdo dos depositos pulverulentos,
citados na observagdo precedente.

74 horas — Medula dorsal.

Da substincia cinzenta intercelular apenas se impregnam peque-
ninos trogos fibrilares. As fibras na sua maioria desapareceram das
preparagdes. Véem-se apenas volumosas massas amarelas, em todos
os tons, polvilhadas de finissimas granulagdes pulverulentas, detritos
do reticulo fibrilar.

77 horas — Medula lombar.

Jd sdo muito raras as fibras impregnadas embora fragmentadas;
mesmo nos cortes muito finos, em que as massas amarelas sdo muito
transparentes, nio se distinguem fragmentos fibrilares, no meio do
amontoamento de granulagdes que constituem essas massas.

120 Y/s horas — Medula cervical.

Nestes cortes as lesGes siio muito menos avancadas, por causas de
dificil explicagdo. Assim o reticulo ¢ muito abundante e de regular
impregnacido. Comtudo algumas fibras que a uma pequena ampliagdo
parecem normaes, observadas com um mais forte sistema 6ptico, apa-
recem dilatadas e cheias de fina poeira.

Parece que, segundo as indicagbes das series anteriores, se dispu-
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zéssemos os blocos medulares pela ordem crescente das lesdes, éste
bloco devia anteceder-o precedentemente descrito.

154 horas — Medula dorsal.

Mesmo aspecto da medula lombar fixada 57 horas depois da
morte.

167 horas — Medula lombar,

Em toda a zona da optima impregnagiio niio hd, em numerosas
preparagdes um tinico filamento reticular impregnado, mas tnicamente
massigos de grinulos finissimos, dispostos sem ordem.

171 horas (engrossamento cervical). 192 horas (medula dorsal).
196 horas (medula cervical). 215 horas (medula lombar).

As alteragbes regressivas cadavéricas, tendo atingido o seu mad-
ximo, em nada se modificaram. O reticulo deixou de existir e como
produtos ultimos encontram-se as massas de detritos poeirentos, que
como tal se apresentam a uma grande .1|1*1phm,.m~ embora parecam
homogéneos com um sistema fraco.

Q) processo autolitico a temperatura 37°-3g" apresenta-se morfolo-
gicamente sob o mesmo aspecto geral e passa pelas mesmas fases do
processo regressivo séptico, embora os periodos de produgio de lesdes
nio sejam precisamente iguais.

4.* série — Medula de cdo.

Fragmentos colhidos asepticamente, colocados em tubos esteriliza-
dos, contendo azeite esterilizado e igualmente mantidos a 37".

51/s horas — Medula cervical.

Ao contririo das preparagdes feitas imediatamente depois da
morte, em que a falsa rede intercelular se impregna com toda a ni-

tidez, mostrando os seus filamentos continuos, mais ou menos rectili-
neos, mas sempre de |nngu precurso nas preparagdes de 1o a 15 p de
espessura, nestas a substincia intercelular ¢ fragmentada e os trogos
sfio engrossados em vdrios pontos e Hlexuosos; ao nivel dos engrossa-
mentos o contetido dos filamentos ¢ poeirento.

35 horas — Medula lombar.

O que até aqui era excep¢iio torna-se regra nestes cortes; o en-
grossamento observa-se em qudsi todas as fibras, a md impregnagio
em muitas, a pulverizagio em poucas.

37 /2 horas — Medula cervical.

Os cortes déste bloco, imediatamente vizinho do observado 5 s
horas depois da morte, mostra uma intensa desorganizagdo da sub-
stincia cinzenta. A maioria das fibras reduziu-se a fragmentos de
formas muito variadas e descrevendo curvas diversas; naqueles em
que o corte seccionou uma varicosidade, das muitissimas que se
observam, a extremidade assemelha-se a uma massa. Entre estes
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fragmentos encontram-se uindu'algumas fibras que se podem seguir
dum extremo ao outro do campo, mas excepcionalmente. Massas
amarelas ocupam qudsi todo o espago intermedidrio as células.

61 horas — Medula lombar. ¢

O aspecto ¢ sensivelmente o mesmo, aparte maior predomindncia
de lesdes num ou noutro ponto das preparagdes.

66 1/s horas — Medula cervical.

A desorganizagio ¢ completa. E dificil distinguir os limites da
substincia cinzenta, de tal modo se confundem os detritos das duas
substincias e se perderam os caratéres distintivos. As massas ama-
relas irregulares invadiram todas as preparagdes.

83 horas — Medula lombar.

Neste fragmento, em que as alteragies regressivas sio menos in-
tensas que no anterior, ¢ ficil observar uma outra fase regressiva nio
constatada e que estabelece uma forma de transigio. F a existéncia
de detritos muito pequenos, de forma alongada, assemelhando-se a ba-
cilos, mas diferindo deles pela grossura e variabilidade de dimensées.
Parecem ser o resultado da completa fragmentagiio das fibrilhas.

89 horas — Medula dorsal.

A fragmentagiio ¢ ainda mais completa, os detritos de menor vo-
lume, mal impregnados; a sua observagio e estudo exigem o emprégo
duma forte iluminagic.

Conglomerando os resultados obtidos nestas series de investiga-
¢oes, em que foram postas em pritica condigbes experimentaes tio
diversas, quer relativas a intervengio microbiana, quer a temperatura,
quer ainda ao grau de unidade do mejo, tanto no coelho, como no cio,
nio podemos deixar de concluir que, quaisquer que sejam essas con-
digbes, qualquer que seja o animal em experiéncia, as lesGes regres-
sivas sio as mesmas e consistem em: engrossamento empoliforme
das fibras; aparecimento de grandes sinuosidades no seu trajecto; di-
visio em fragmentos, precedida ou acompanhada de redugio da sub-
stdncia fibrilar a uma fina poeira, formagio do duplo contdérno, como
as paredes dum tubo; rutura déste contdérno com dispersio dos de-
tritos. Num ou noutro caso podem existir variantes de processo
fundamental, tais como a vacuolizagio fina ao nivel das dilatagdes
moniliformes e a fragmentagdo sem aparecimento de pulverizagdo do
contetido das fibras.

Na literatura histologica apenas conhecemos o trabalho de Lacug !
que se refere as alteragies post mortem do plexo intercelular.

t Jow. G. Lacug, Alterations cadavérigues des neurofibrilles, Rev, neurol,, xiv an.,
15 mars, 1gob,
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Segundo éste experimentador, as finas neurofibrilhas alteram-se
por desintegracio granular, as mais volumosas, isto ¢, os cilindros
eixos ou grossas colaterais déstes, por descoloragdes e fragmentagdes.
Perdem a propriedade de reter a prata e fragmentam-se quer por
adelgagamento, quer por quebradura mantendo a grossura.

Nas minhas investigagbes, cujos resultados se identificam com
estes, foi a fragmentagiio por quebradura que observei como sendo o
fenomeno constante, ndo tendo tido ocasido de observar o adelgaga-
mento previo, que, alids, pode ser uma ilusio. Desde que a fibra
engrosse em alguns pontos, o que ¢ indiscutivel, pois que se en-
contram lado a lado fibras engrossadas e intactas facilitando a com-
paragdo, no espago intermedidrio parecerd adelgagada por con-
traste.

Mas mesmo neste caso a fragmentagiio niio ¢ constante a éste ni-
vel, pois, repito, pode a secgiio coincidir com o engrossamento ou di-
latagio empoliforme, dividindo-a em duas porgoes e dando lugar a
dois fragmentos mais ou menos compridos, terminados em massa
volumosa.

LacHe nio faz qualquer referéncia a disposi¢do flexuosa das fibras
fenémeno constante ¢ um dos primeiros observados. Esta diferenga
de observagdes s ¢ explicivel pela desigualdade de condigdes de ex-
perimentagdo e observagdo.

3." CELULAS NEVROGLICAS

Os métodos de coloragio, que empreguei, sio insuficientes para
dar quaisquer esclarecimentos acérca do processo de desintegragio
cadavérica do protoplasma e das fibras ialinas que constituem uma tdo
importante porgdo das células aranhosas que se interpem as células
nervosas da substincia cinzenta. Este ponto constitue o objecto das
minhas actuais investigagbes, cujos resultados serido oportunamente
publicados.

Por agora limitar-me hei ao relato do que observei relativamente
ao nucleo destas células. Neste éstudo ndo estabeleci distincgdo al-
guma entre as células nevroglicas de expansdes curtas de CasaL ou
kurzstrahler de kélliker, que ocupam quisi exclusivamente os espagos
interneuronais da substincia cinzenta, e os elementos de longos raios
ou células fibrilares de Anprigzen, que em numero reduzido se encon-
tram nos limites desta substdncia.

As investigagoes foram feitas pela aplicagiio dos processos técnicos,
jd citados, a fragmentos medulares do clo, cadaverizados numa atmos-
fera humida, ligeiramente fenolizada, numa atmosfera secativa, ou au-
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tolizados num meio humido aséptico ou em azeite estéril, estes a uma
temperatura de 37°-3¢g° centigrados.

Atmosfera humida e fenolizada. Método de Nisst.

i/3 hora post mortem.

O reticulo cromdtico distingue-se com a maior nitidez assim como
as granulagdes cromdticas nodais. Existe, porém, uma certa dife-
renga entre as granulagdes periféricas
e as centrais, as primeiras mais niti- ﬂ
das, de contornos melhor delimitados a @ S
que as segundas, umas e outras re-
sistindo muito a ac¢do descorante dos m W %
reagentes.

Segundo a abundincia e o volume 62
das granulagdes cromadticas, ¢ pos-
sivel num corte estabelecer dois grupos de nucleos nevriglicos. Em
um os nicleos sio volumosos, as granulagdes numerosissimas, de
dimensdes proximamente iguais e finissimas; dificilmente se podem
distinguir uma ou duas mais volumosas. Qutro grupo abrange nu-
cleos de menores dimensdes, contendo pequeno numero de granu-
lagdes e estas mais volumosas, Estes dois grupos, segundo as
ideias de numerosos histologistas, representariam nucleos secciona-
dos, uns segundo um plano meridiano, outros segundo um plano
mais ou menos afastado do centro e contendo éste tanto maior nu-
mero de granulagGes volumosas quanto mais se aproximar do plano
tangente. E possivel distinguir, rodeando alguns déstes nicleos, pe-
quenas sombras azuladas representativas do protoplasma nevroglico.

2 /4 horas p. m.

O ntcleo de muitas células nevréglicas tende a uniformizar-se pela
desaparigido do reticulo cromitico e das granulagGes mais finas, res-
tando apenas uma ou duas mais volumosas que aparecem com o as-
pecto de nucléolos.

442 horas p. m.

As granulagbes mais volumosas manteem todo o seu brilho so
compardvel com o do nucléolo da célula nervosa, quando jd em muitas
destas o nucleo comeca a perder as suas afinidades corantes.

11 %)y horas p. m.

Aparece deformagio nuclear, embora as granulagbes de maiores
dimensdes mantenham a sua cromia intensa.

18 34 horas p. m.

Sdo em maior nimero os ntcleos nevroglicos deformados (fig. 62).

48 horas p. m.

Nio aparecem novas alteragdes,
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B digno de registo que sdo ainda numerosos os nucleos nevroglicos
intactos.

g6 horas p. m.

Os nucleos nevroglicos coram-se com tal intensidade que a hiper-
cromia ¢ evidente e se torna ainda mais frisante pelo facto de o cito-
plasma ¢ o nucleoplasma neuronal se corarem muito potico e uniforme-

mente. As granulagtes

' @ p @ @ acumulam-se tao periféri-

camente que muitas pare-

ﬁ %7 cem exteriores & mem

63 61' brana (fig. 63). Os con

tornos  irregularizam-se;

o nucleoplasma parece finamente poeirento e os vactolos siio frequen-
tes (fig. 64). i

Alguns nucleos aparecem muito pilidos, ao lado daqueles em que
existe hipercromia.

Hematoxilina — Formulas de Hemenuain e de Boenmer.

Em toda a serie de preparagdes feita com estes dois processos
observa-se mais uma vez a impossibilidade de numa mesma prepa-
ragdo obter boas coloragbes dos nucleos nervosos e nevroglicos.

Nio se pode obter uma boa tingdo dos primeiros sem que os se-
gundos fiquem demasiadamente corados. Pelo contrdrio para que os
detalhes nucleares nevroglicos sejam visiveis, os nucleos neuronais
ficam qudsi inteiramente descorados.

O reticulo cromadtico, nas primeiras 18 horas depois da morte, ndo
se distingue com a nitidez que se observava pelo emprégo do método
de NissL. As alteragbes que ai se passam tornam-se¢ de impossivel
observagio.

18 horas p. m.

Comegam a aparecer nucleos deformados, e especialmente alguns
em que a membrana parece pregueada.

21 1fs horas p. m.

Aparecem pequenos vactiolos.

45 horas p. m.

Como lesdo dominante, constata-se a deformagio, mas até agora
sem modificagiio de afinidade corante das granulagdes.

4 dias p. m.

Todos os nucleos nevréglicos sio intensa e uniformemente cora-
dos, mas sem revelarem qualquer detalhe estrutural. Sao os unicos
elementos que aparecem ainda corados, pois que a essa data as cé-
lulas nervosas estio inteiramente desagregadas, chegando a ser muito
dificil indicar a sua situagdo.




Cadaverizagao e autélise da medula espinhal 537

Dupla coloragio hematoxilina de Boenmer-eosina.
:/; hora p. m.

Nucleos nevroglicos demasiadamente corados, a ponto de nao dei-
xarem ver os seus detalhes. Células nervosas pouco coradas.

4 horas p. m.

As granulagdes nodais deixaram de se corar. Pequenos vaciolos
claros.

71 horas p. m.

Intensa e muito generalizada defor-
magio.

4 dias p. m.

Intensa vacuolizagio.

Hemato-picro-fucsina dcida de Van
Gieson.

0 '/a horas p. m.

As primeiras alteragdes interessantes 5
apenas aparecem decorrido ést2 periodo 6
depois da morte. A grande maioria dos
niicleos mostra uma fina vacuolizagio, podendo ser estes vacuolos

centrais ou periféricos ou mesmo formar saliéncia sob a membrana
nuclear (fig. 65).

4 dias p. m.

Uns nucleos sdo completamente invadidos por vacuolos, outros
inteiramente homogéneos, todos muito pouco corados.

Meio secador,

Violeta anilinado de Engrich.

4 horas p. m.

Um ou outro micleo deformado e de reduzido volume.

20, 49 horas p. m.

Constatdveis apenas a deformagio e a diminuigdo do volume nu-
clear.

7t Y/a horas p. m.

Coloragdo uniforme.

82 horas p. m.

Vacuolizagio em pequena escala.

98 horas p. m.

Os vaciiolos sdo coalescentes e pela sua retnido formam alguns
de um grande volume.

167 horas p. m.

Fragmentagdo nuclear.

Meio humido aseptico.

Método de Niss.— Medula de coelho.
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28 horas p. m.
Os nucleos aparecem corados de azul muito pdlido, dificeis de
distinguir e contendo uma unica granulagio.
0> horas p. m.
Niucleos diminuidos de volume e sem mostrarem qualquer detalhe
nuclear.
148 horas p. m.

m o URT Junto dos nacleos nevréoglicos, de con-
#ﬁ ' 9 tornos irregulares, vacuolizados, encon-
-

tramos pequenas granulagbes de colora-

M # ¢do inteiramente igual a do nuicleo (fig. 66).

Outros sio adérentes & membrana nu-

66 clear, factos estes que rraduzem a des-
agregagcdo.

152 horas p. m.

Todos os nucleos sdo uniformemente corados, espiculados, vacuo-
lizados e alguns inteiramente fragmentados.

182 horas p. m.

As lesdes citadas teem-se difundido pouco a pouco, de modo que,
passado éste intervalo depois da morte, ¢ interessante o aspecto das
preparages. Mesmo a uma fraca ampliagdo a coloragdo geral é azul
pilida, cheia de pequenas esférulas de um azul muito intenso, que
sdo os detritos nucleares ou nicleos deformados e extremamente re-
duzidos de volume. Para éste aspecto as células nervosas em nada
concorrem.

204 horas p. m.

Mantém-se inalterdvelmente o aspecto referido.

Azeite esterilizado.

Violeta de genciana — Medula de cio.

4 horas p. m.

Alguns dos nucleos nevroglicos que rodeiam as células nervosas
parecem metidos em depressdes do seu citoplasma.

8 horas p. m.

Coloragio difusa.

4o horas p. m.

Nucleos deformados, muriformes, de granulagbes hipercrémicas.

63 horas p. m.

Hipercromia nevréglica coincidindo com hipocromia neuronal.

Processo de Hevp.

2 horas p. m.
As granulagdes dos nucleos nevroglicos coram-se em azul bri-
lhante.
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26 horas p. m.

Esta coloragio mantém-se, embora parega mais pdlida a coloragio,
menos nitidas as granulagdes, excepto uma mais volumosa que man-
tém a cOr primitivamente observada.

45 horas p. m.

Nicleos de volume muito reduzido, de coloragdo qudsi uniforme.

74 '/2 horas p. m.

A coloragio é uniformemente rosada exceptuando a granulagio
mais volumosa, o falso nucléolo que mantém a sua cor azul.

Estas poucas observagdes que, pelas razdes expostas, dizem unica-
mente respeito ao nucleo nevriglico, sio apezar disso em nuimero
suficiente para nos elucidar relativamente ao grau de resisténcia ao
processo cadavérico ou autolitico.

A regressio cadavérica ¢ sensivelmente mais rdpida nos meios
septicos, mas esta diferenca estd longe de se aproximar da que se
poderia esperar.

A resisténcia ¢ maior que a do nuicleo das células nervosas e
mesmo do nucléolo. A identidade pode ser estabelecida muitos dias,
pelo menos quatro, depois da morte. As alteragdes regressivas re-
duzem-se a: perda de nitidez do reticulo cromdtico e das mais finas
granulagbes nodais, deformagio, redugdo de volume, redugio do nu-
mero de granulagdes com hipercromia das mais volumosas e tendéncia
destas para colarem-se a membrana nuclear, uniformizagio de colo-
ragdo, modificagio das afinidades corantes, vacuolizagdo e espiculagio,
estado muriforme e emissio de globulos de substdncia nuclear, perda
de afinidade corante, fragmentagio.

4." CELULAS EPENDIMARES

A desintegragio cadavérica destas células é duma relativa simpli-
cidade ¢ em muitos pontos andloga a das células nevroglicas, especial-
mente no que diz respeito ao nicleo, aquela que por agora mais
prendeu a minha atengio.

Nas primeiras horas que seguem a morte, e principalmente em
condigSes asépticas, a continuidade do revestimento do canal ependi-
mar mantem-se e concomitantemente as alteragdes siio insignificantes
e quanto muito reduz-se a perda de nitidez do reticulo nuclear e a
conglomeragdo de virias granulagGes (até 24 Y4 horas p. m.). A partir
de entiio, e especialmente no meio himido fenicado, a continuidade
rompe-se, aparecem muitas células na luz do canal e outras estdo ainda
contiguas a parede, mas dissociadas. Com esta separagio coincide a
desaparigdo das mais finas granulagbes, a coloragdo muito ligeira da
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substincia nuclear em azul muito pdlido, pelo método de Nisst, a de-
formagio.

49 horas p. m. nio se vé em algumas mais que duas ou trés gra-
nulagdes mais volumosas. O protoplasma que a principio se podia
distinguir, ainda que muito mal, sem que da observagio se pudessem °
tirar quaisquer elementos de valor, torna-se qudsi invisivel.

A fase final consiste na perda de afinidade corante. A marcha
déste avango progressivo para a destruigio final ¢é paralela & marcha
dos ntcleos nevroglicos.  No ultimo periodo muito dificil é dizer se
se estd observando um ntcleo nevroglico, se um nicleo ependimar.

5.” VASOS SANGUINEOS

O estudo da cadaverizagio dos vasos sanguineos medulares con-
stitue apenas um insignificante capitulo do estudo das alteragdes ca-
davéricas dos vasos sanguineos em geral,

Para entio reservarei as constatagdes feitas, limitando-me por
agora a singelas notas.

Qualquer que seja o processo de conservagio dos fragmentos, os
vasos conservam os seus caracteres histologicos com ligeiras modifi-
cagbes, durante muito mais tempo que qualquer dos elementos com-
ponentes da medula, até aqui estudados.

Nas fases avangadas da cadaverizagio (169 horas p. m.) podemos
assistir a uma verdadeira dissec¢io vascular. Todos os tecidos cir-
cumvizinhos se fragmentam, se destroem e perdem as suas afinidades
corantes. Os vasos completamente desembaragados dos tecidos am-
bientes, que pela sua coloragio ocultavam os seus detalhes, aparecem
depois com a maior nitidez, destacando-se todas as suas ramificagbes,
formando caprichosos tragados, especialmente se o corte nio for de-
masiadamente fino.

Se 0 vaso estava no momento da morte cheio de sangue, éste
mantém-se intacto durante muito tempo (77, go horas). Os globulos
vermelhos empilhados, cujos limites sdo reconheciveis, ddo aos capi-
lares o aspecto de traqueias de insetos. 169 horas depois da morte
o conteudo dos vasos ¢ um magma em que se nio distingue qualquer
glébulo branco, como nas primeiras 4o horas, em que éles se desta-
cavam com uma nitidez admirdvel. 172 horas depois da morte ¢ fre-
quente observar-se vacuolizagio dos niicleos das fibras lisas que con-
stituem as paredes vasculares.
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CAPITULO III
Substancia branca

Do estudo das alteragdes cadavéricas da substincia branca poucos
factos poderei citar dignos de mengio. Uma parte reproduz os jd
observados na substincia cinzenta, especialmente os que dizem res-
peito as fibras amielinicas, que em feixes mais ou menos volumosos
se encontram entre os tubos nervoses mielinizades das medulas do
coelho e do cdo. O mesmo sucede com as alteracdes dos vasos e
com as dos nucleos das células nevroglicas de longas ramificacdes,
que formam o tecido que enche os espagos intercalares, situados entre
0s tubos nervosos.

Observando cortes transversais da medula de cio, fixada meia
hora depois da morte, e tratados pelo azul de metilena de Nisst. ou
pela hematoxilina, constata-se um aspecto correspondente i descrigio
cldssica. A substincia branca é formada de circulos concéntricos,
dos quais os mais externos sio contiguos e muitas vezes tangentes
entre si. Estes circulos ndo teem uma regularidade geométrica, como
também a ndo possue a sua centragio. Estas linhas que representam
camadas de mielina sdo em numero varidvel, compreendido entre dois
e cinco. No meio encontra-se o corte sensivelmente circular do axé-
nio, muitas vezes encostado ao circulo mais interno; portanto a bainha
de Mavruner apresenta uma espessura muito desigual. Nos espagos
intercalares encontram-se: numerosas pontuagdes de volume varidvel,
representando secgbes de cilindros eixos amielinicos tanto mais nu-
merosas quanto mais vizinha é da substincia cinzenta a regiio exa-
minada; nucleos nevréglicos muito numerosos, mostrando com uma
grande nitidez o reticulo e as granulagées.

Se conservarmos os fragmentos num meio humido e fenicado e
fizermos a fixagdo 21/ horas depois da morte, notaremos desde logo
que a invasdo bacteriana ¢ intensa na zona mais externa da substin-
cia branca e que nesta existem grandes lacunas, se mostram rotos
alguns dos circulos periaxénicos.

4'/2 horas p. m. Na zona invadida pelas bactérias os nicleos
nevroglicos perdem a nitidez dos seus contornos. - As granulacGes
reduzem-se a uma ou duas mais volumosas. A substincia branca
toma uma cor qudsi uniforme.

51/s horas p. m. Aparecem nas preparagSes pequenas massas de
contdrno irregular que, nas preparages coradas pelo método de Nisst,
se coram, ndo em azul, mas em violeta mzus ou menos pdlido. Na
zona periférica ndo se encontram jd células nevroglicas; nas zonas

YOL. L B 2-3 36
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centrais encontram-se nucleos nevroglicos irregulares. Em grandes
vactiolos notam-se grupos de grumos irregulares.

9% horas p. m. A substdncia branca fixa muito mais enérgica-
mente as cores que a cinzenta e descora-se com muito maior dificul-
dade,

72 horas p. m. Ji pela simples inspecgio a vista desarmada se
reconhece que a substincia
cinzenta ¢ completamente
incolor e que a substincia:
branca ¢ muito corada.
Microscopicamente  justifi-
ca-se €ste aspecto pela
composigio da substincia
branca, reduzida a detri-
tos fortemente cromofilos,

no meio dos quais se encontram alguns nucleos nevriglicos alte-
rados.

11% horas p. m. E mais considerdvel o nimero de fragmentos
* informes, de retalhos corados em violeta ou azul pdlido. A disposigio
da substincia branca em nada se assemelha a disposi¢do normal.

Os nucleos nevroglicos sdo raros e mesmo nestes a coloragdo ¢ uni-
forme e sem granulagdes.

Em fragmentos colocados no secador a redugio a fragmentos, com
perda completa do aspeto normal, s6 se observa naqueles cuja fixagao
se realizou g8 horas depois da morte.

Fazendo a extracgio da medula com todos os cuidados asepticos
e mantendo os fragmentos em meio humido esterilizado, a completa
fragmentago s6 ¢ constatdvel nos fragmentos fixados 182 horas post
mortem, seguindo o processo regressivo a marcha jd acima referida.
No decorrer déste processo sdo extremamente interessantes as alte-
ragbes que se observam nas fibras mielinicas, estudadas em cortes
longitudinais (figs. 67, 68, 69) e tratadas pelo processo de Casar.

As fibras nervosas apresentam enormes dilatages e estrangula-
mentos apertados, simulando fusos colocados tépo a tdpo. Estas di-
latagdes empolares estdo cheias de pontuagdes formando massigos
mais ou menos volumosos, separados por vacticlos. Numa mesma
preparagdo é possivel estudar todas as fases desde a fibra simples-
mente alargada até a estas varicosidades. Por vezes nas dilatagbes
empolares encontram-se espagos cheios de granulagdes reduzidos a
uma finissima poeira, muito mais fina que a das granulagées que en-

- chem a fibra.
Parece, portanto, que a substincia branca submetida a cadaveri-
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zagilo apresenta, como alteragées proprias, a desapari¢do dos circulos
concéntricos, a reducgio do axdénio e das camadas de mielina a de-
tritos fortemente cromofilos e a dilatagdo empoliforme das fibras com
reducio do seu conteudo a fragmentos.

Por outro lado os nicleos nevréglicos, as fibras amielinicas, os
vasos sofrem as alteragdes que jd referi quando tratei da substincia

cinzenta, neste caso mais rdpidamente desenvolvidas, pelo mais ficil
acesso das colonias bacterianas.

Conclusdes

Para o estudo das alteragdes cadavéricas e mais especialmente
autoliticas medulares, empreguei medulas de cdes e coelhos sdos,
mortos por secgdo de bolbo e hemorragia consecutiva. A cadaveri-
zagiio era obtida pelo abandono dos fragmentos medulares num es-
paso fechado, ligeiramente fenicado ou num espago limitado contendo
uma substdncia absorvente da humidade; a medula era autolizada,
colocando fragmentos colhidos asepticamente num meio humido asé-
ptico ou imergindo-os em azeite esterilizado.

Estes fragmentos, conservados os primeiros a temperatura ordi-
ndria do laboratério (14" a 16°) e os segundos a uma temperatura de
37° a 40, eram fixados no fim de periodos cada vez mais longos de-
pois da morte do animal.

Como substincia de inclusdo foi adoptada a celoidina, depois de
numerosas tentativas mal sucedidas de inclusio na parafina de blocos

*
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muito alterados cadavéricamente, e como reagentes corantes: as he-
matoxilinas de Boenmer e de Hemenna, isoladamente ou combinadas
com a eosina ou com a picro-fucsina dcida de Van Gieson; o método
de Nisst, empregando como corante o azul de metilena; o método de
Hewn, ligeiramente modificado; o processo de impregnagdo argéntica
de S. Ramon Casans o violeta anilinado de Eunrvich.

Do estudo detalhado de numerosissimas preparagdes obtive resul-
tados interessantes sob vidrios pontos de vista, que vou mencionar
sucintamente.

SUBSTANCIA CINZENTA

1. Células nervosas.

Feito paralelamente o estudo da desintegragio cadavérica dos
corpos de Nissi e da substincia acromitica, reconhece-se que as alte-
ragbes sdio muito apressadas pela intervengio microbiana, retardadas
pela subtracgdo da dgua e pela conservagio aséptica dos fragmentos;
estas duas tltimas influéncias teem sensivelmente o mesmo valor na
cronologia da cadaverizagio, embora a temperatura dos meios seja
diferente.

As alteragdes, dparte ligeiras variantes, sio idénticas e reduzem-se
a: coloragiio muito precoce da substincia acromaitica e consequente
perda de nitidez dos corpos de Nisst, coalescéncia déstes corpos, sua
vacuolizagdo ou pulverizagdo, rarefagiio cromitica e perda de eletivi-
dade corante, precedendo de perto a fragmentagio do corpo celular.
A afinidade corante dos corpos de Nisst. e da substincia acromdtica
modifica-se pouco depois da morte dos animais; a eletividade habi-
tual sucede a indiferenga e a esta a acidofilia geral.

Existe um periodo de cadaverizagio em que os corpos de NissL
aparecem revelados pela prata coloidal. Esta reacgo coincide com
a diminuigdo de afinidade para o azul de metilena e com a diferenga
em presenga déste corante e da eritrosina.

A regressio cadavérica das neurofibrilhas celulares faz-se duma
maneira rdpida, haja ou ndo interven¢do microbiana. A menor re-
sisténcia ¢ oferecida pelas fibrilhas que constituem a zona perinuclear,
a mdxima pertence as fibrilhas dos prolongamentos celulares. O pro-
cesso consiste em fragmentagio e redugdo a fina poeira.

As granulages citopldsmicas e mais especialmente os grinulos
eritrofilos de HeLp tornam-se rdpidamente invisiveis com as alteragdes
da substincia acromadtica; a sua afinidade para a eritrosina parece ir
diminuindo.

Imediatamente depois da morte a afinidade dos ntcleos neuronais
para os corantes nucleares empregados ¢ muito menor que a dos nu-
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cleos nevroglicos. Esta desigualdade atenua‘se com o progredir do
processo cadavérico. As alteragdes regressivas nucleares traduzem-se
por: retragiio do nticleo com pregueamento da membrana; rotura das
trabéculas da rede de linina e consequente formaciio de massas gru-
mosas; deformagdo nuclear e nucleolar; deslocamento para a periféria
do ntcleo na célula e do nucléolo no nicleo; aparecimento de fila-
mentos intranucleares e duma auréola nucleolar; desapari¢io duma
parte dos corpos basofilos de Levi, coincidindo com o augmento das
granulagBes nucleares; rotura da membrana nuclear e emigragio do
ntcleo e do conteido nuclear; fragmentagio das esferas argentofilas
de CaiarL; aspecto muriforme do nucleo, caracterizadce pelo apdreci-
mento de esférulas fortemente coradas, aplicadas contra a face externa
da membrana nuclear; modificacdo das afinidades tinturiais da mem-
brana nuclear; fragmentaciio do nucleo precedida de reducgio a de-
tritos da massa nuclear, directamente ou depois da dissociagio esfe-
rular do nucléolo.

Os filamentos intranucleolares aparecem em todas as espécies de
células nervosas da medula, algum tempo depois da’morte, em nimero
que augmenta rdpidamente com os progressos da cadaverizagio; a
maior frequéncia do seu aparecimento observa-se nas células de sub-
_stdncia gelatinosa de Roranvo e nas pequenas somatocromicas dos
cornos anteriores. bserva-se por vezes, dois, trés e cinco filamentos
no mesmo nucleo, completamente independentes do nucléolo, irregu-
lares, umas vezes grossos, curtos, rectilineos, outros muito finos e
flexuosos. A sua afinidade para os corantes ¢ varidvel com a natu-
reza do corante e com a fase do processo cadavérico.

Umas vezes parecem independentes da membrana nuclear, outras
prolongam reentrincias ou unem pontos diferentes da membrana.
Estes filamentos sio pregas da membrana nuclear. Parecem corres-
ponder d descrip¢io dos bastonetes de Roxcoroni feita por vdrios
auctores.

Nas medulas de cies e de coelhos encontram-se células binucleadas
e binucleoladas. Com a cadaverizagdo o nimero de nucleos parece
multiplicar-se pela fragmentagio do nucléolo primitivo. A marcha de
desintegragiio cadavérica do nucleo (augmento aparente do nimero de
nucléolos) reproduz em sentido inverso o desenvolvimento dos ntcleos
peuronais na sua progressio para o estado adulto celular (diminuigio
do nimero de nucléolos).

A acidofilia central e a basofilia periférica apenas existem nas pri-
meiras horas depois da morte do animal; passado algum tempo todo
o nucléolo se torna acidofilo.

O estudo da desintegragio do nucléolo leva a admitir, que os cha-
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mados corpos refringentes de Lache sio verdadeiros vacuolos identi- -
ficdveis aos que se encontram pelo método de CasaL entre as granu-
lagbes nucleolares, e que para a sua formacio interveem as alteragdes
cadavéricas. Sao estas que igualmente determinam o aparecimento
de vdrios corptsculos nucleolares e nucleares. i

2. Ramificagbes e arboriza¢des terminais das colaterais da sub-
stincia branca, colaterais iniciais dos prolongamentos celulares.

Estes elementos que enchem, juntamente com. as células nevro-
glicas e vasos, os espagos interneuronais da substincia cinzenta, apre-
sentam alteragoes regressivas que consistem em: engrossamento em-
poliforme das fibras; aparecimento de grandes sinuosidades no seu
trajecto; divisio em fragmentos precedida ou acompanhada de redu-
cglio da substincia fibrilar a uma fina poeira; formagdo do duplo con-
torno; rotura com dispersdo dos detritos. Podem existir com menor
frequéncia a vacuolizagdo fina ao nivel das dilatagées empoliformes,
e a fragmentagio sem aparecimento da pulverizacio do conteudo das
fibras.

3.° Células nevroglicas.

Somente foram apreciadas as alteragbes nucleares, reservando-se
as alteragbes protopldsmicas e dos prolongamentos, em via de estudo,
para novo relato. A resisténcia ¢ maior que a do nucleo das células
nervosas € mesmo do nucléolo. As alteragbes sdo: perda de nitidez
do reticulo cromitico e das mais finas granulagdes nodais; deforma-
¢do; reducgio de volume; reducgdo do numero de granulagbes com
hipercromia das mais volumosas; uniformizagio de coloragao, vesicu-
lagdo e esferulagio, estado muriforme e emissdo de globulos de sub-
stdncia nuclear, perda de afinidade corante electiva, fragmentagio.

4." Células ependimares.

As alteragbes dos nucleos destas células reproduzem as dos nu-
cleos nevroglicos duma maneira sensivelmente igual. Sdo constantes
a perda de nitidez do reticulo nuclear, a desapari¢io das mais finas
granulagbes, a deformagio e por fim, a perda de electividade corante,

5. Vasos sanguineos.

Sio os elementos da medula que mais resistem a cadaverizagdo e
a autolise. Nas fases mais adeantadas pode assistir-se a uma verda-
deira dissegdo vascular pela destruigio do tecido que rodeia os vasos.
O sangue que os enche ¢ reconhecivel durante muito tempo (até 169
horas).

SUBSTANCIA BRANCA

Esta substincia submetida a putrefacgio e a autdlise apresenta
como alteragdes proprias a desaparigéo da disposigdo concéntrica das
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camadas de mielina, e a sua reducgdo, assim como a do axénio, a de-
tritos fortemente cromofilos, precedida de dilatagio empoliforme das
fibras.

Devemos notar que todas as lesGes descriptas podem coexistir e
que a enumeragdo feita ndo traduz a evolugdo cronolégica das dife-
rentes fases dum processo, progredinde uniformemente e sempre se-
gundo a mesma directriz. Numerosos factores modificam a crono-
logia regular da degradagdo morfolégica, cujo estudo continuamos
fazendo detalhadamente.

Janeiro de 1912,
GERALDINO BRITES.

TRABALHO DO LABORATORIO DE HISTOLOGIA
y DO MUSEU ZOOLOGICO.




L’éclipse de soleil du 17 avril 1912

Observation

3. Ovar

L’atmosphere terrestre, le Soleil et la Lune se sont concertés pour
donner satisfaction a tous ceux qui attendaient I'éclipse du 17 ayril
avec un interét tout particulier :

A ceux pour quila cause du phénoméne reste encore enveloppée
d'un profond mystere et I'événement méme un sujet de vagues apre-
hensions : —a d’autres pour qui ces phénomenes sont, au moins, des
¢veénements interessants, et exaltent leur admiration pour la science
qui les étudie et qui posséde des forces capables de puiser daas la
raison les plus belles connaissances, dont 'humanité est justement
fiere: — a4 ceux, enfin, pour qui les plus insignifiants détails du phé-
noméne font P'objet d’observation et d'études approfondies, soit pour
constater des conclusions déja posées, soit pour ouvrir des horisons
nouveaux aux découvertes passionnément attendues, et que I'humanité
exige, on peut le dire, dans un vertige de savoir qui la pousse a pre-
tendre devoiler les mystéres les plus cachés de |'Univers, a connaitre
leur constitution intime, leur origine et leur but,

On ne s’attendait pas au plaisir de pouvoir jouir, dans toute sa
splendeur, de I'éblouissant spétacle de la couronne solaire; celle-ci
méme si elle se montrait, devait avoir une durée trés éphémere, et
un aspect peu vari¢, puisque l'activité solaire est dans une période
d’intensité minimum ; et, en acceptant la période de onze ans, elle de-
vait étre du méme type que la couronne de 1gor, trés semblable a
celle quia ¢té observée en Portugal le 28 mai 1go0.

Cependant, la curiosité des professionels et des amateurs était ex-
citee par les divergences des opinions émises sur la position de la
ligne centrale, sur I'aspect et la durée du phénoméne.

Les éclipses solaires sont toujours impatiemment attendues a cause
des récherches solaires; cette fois-ci, ces divergences ont eu pour
consequence que l'observation de I'éclipse du 17 avril a tourné, pres-
que en entier a I'avantage des investigations lunaires.
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Dans une notice que j’ai publi¢e dans le premier numero de cette
Revue, se trouve la justification de ces divergences comme consé-
quence des trés petits écarts encore existants entre les résultats obte-
nus quant & la position de la Lune et quant & la mesure de son dia-
métre : ces ¢carts ont été mis bien en evidence dans I'éclipse du 17
avril, au grand profit de la science, en conséquence de la presque
égalité presentée par les diametres de la Lune et du Soleil.

Chez nous le mois d'avril est celui qui présente le moins de chan-
ces de beau temps. Le bon choix d'une position privilégiée comme
celle de la centralité relevait beaucoup du hasard ; il pourrait bien se
faire que 'observation en des endroits plus ou moins écartés de cette
ligne fat préferable pour quelqu'uns.

Et, pourtant, ainsi que nous I'avons dit, les conditions dans les
quelles on a-pu observer le phénomene, les conclusions qu'on a pu en
tirer ont réussi a souhait a presque tous les observateurs.

En Portugal sept mois de mauvais temps ont justifié un mois d’avril
exceptionnel. Sauf en de rares endroits ot le phénomene a ¢été gaté
par les nuages, comme a Coimbra ot l'on n'est pas arrivé a faire
des observations utilisables, nous avons joui d'un ciel de la plus belle
limpidité avec son azur parfait, et dont on a pu profiter dans toute la
région de la centralité.
~ Notre pays a eu le plaisir de recevoir trois missions ctrangéres,
une russe, une frangaise, et une anglaise, et trois missions portugaises
y ont aussi ¢té ¢tablies ; une de I'Ecole Naval, une de I'Université de
Lisbonne, et une autre de I'Universit¢ de Coimbra que jai eu le
plaisir de conduire.

J'ai eu I'honneur de recevoir les missions russe et frangaise: la
prémiére était présidée par le savant astronome Mr. N. Donrren,
déja consacr¢ par ses travaux, parmi lesquels se détachent ceux des
éclipses du Soleil et des passages de Mercure ; il était acompagné par
Mr. 1e Baron E. von Panven, dont les travaux sur analyse mathé-
matique et l'astronomie sont déjd remarcables: Mr. SaLLer, savant
astronome de I'Observatoire de Paris, dont les publications sur la spe-
ctroscopie sont trés appreciées, et qui s'est beaucoup distingué dans
l'observation de I'éclipse de 1905 ; il était acompagné de M.™ SarvLer
qui au charme de sa distinction joint de vastes connaissances sur la
science astronomique.

Depuis quelque temps j'avais décidé que nos installations, v com-
pris une station principale et les postes quion pourrait organiser avec
lassistant d'astronomie Mr. Vaz Serea et les éleves du cours d’As-
tronomie, devraient se trouver dans la région de Ovar. Cette région
naturellement indiquée par les circonstances pour étre traversée par
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les lignes centrales annoncées, ¢tait celle o, dans le continent, la phase
maxima, aurait sa plus longue durée ; ce qui, dans une éclipse si ra-
pide, avait une importance toute particuliere : région plate, elle ctait
aussi indiquée pour offrir plus de chances de beau temps, étant donné
que l'on doit se méfier des régions montagneuses.

ncore, est il arrivé, heureuse coincidence, que cette région a été
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Fig. 1

5, station russe — 7, station frangaise — 1o station principale de |'Université de Colmbra

choisie, aussi, par les deux missions, russe et frangaise : Mr. Donirca
a pris une position voisine de la ligne n de Barrermany, Mr, SaLLET
celle de la ligne de la Connaissance des Temps.

Les éleves d’astronomie du cours actuel Mrs. Herror Caprar,
AnisarL Casrar; Custopio pe Morass, Aucusto Carposo, FREIRE DE
Matos, Ripeiro Gomes, Nocueira Soares, Cristiano pe Sousa, Pa-
cHEco p'AmoriM, Mr. Lacerba ancien éleve d’astronomie ont, encore
une fois, montré leur interét pour la science, en se prétant trés vo-
lontiers a prendre part a cette observation faite loin de Coimbra.
Mrs. GreenFiern de MeLo 1 Barata, distingués ingéniers, Mr. No-
cueira Ferrio illustre officier en mission, Mr. SiLva Gaio habile ama-
teur photographe et les officiers du régiment caserné a Ovar, ont
bien voulu aussi nous faire la gentillesse de nous préter leur concours
trés apprecié,
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Avec ces éléments on a pu établir 10 installations portugaises sur
la route qui, en traversant Ovar, suit du Carregal a Cadaval dans une
direction & peu prés normale a celle des lignes centrales.

Avec les positions occupées par les missions russe et frangaise
(comme il est indiqué sur la fig. 1) par notre station principale et
les postes espacés a4 peu prés a4 500", on a occupé une ligne totale
de 6 kilometres.

Dans les 8 postes occupés par les

éleves de I'Université, numeros 1, 2,
3, 6, 8, g, 11 et 12, il a été installé
une lunette, et chaque éleve était ac-
compagné d’un officier qui a eu 'obli-
geance de compter le temps.  On trou-
ve une photographie du poste g dans
la fig. 2.

Dans la station principale, n.” 10,
établie pres du chemin de fer dans la
ferme aimablement mise a notre dis-
position par Mr. Joio Bernarnino, j'ai
installé les instruments suivants:

Un theodolithe Troughton, de 35"
d'ouverture, 28 de distance focale
et 5> d’agrandissement, dont je me suis
servi pour ['observation visuelle.

Un heliostat Silberman, miroir mé- Fig. 2

tal ;1rgen[é, que a donné l‘jmﬂgc du So- Un poste d'observation de la mission
de I'Université de Cofmbra

leil sur une objective de 7% d’ouver-
ture et 1™,14 de distance focale.

Un cinémetographe trés aimablement preté par Mr. CarLos Fer-
RAO, qui a suivi I'observation accompagné de I'éleve Mr. Riseiro Fer-
REIRA.

Une chambre photographique avec monture parallactique et obtu-
rateur automatique, de 15" d'ouverture et gbeem- de distance focale,
que Mr. Satrer, déja fort occupé de deux appareils, avait mis 2 ma
disposition, ce dont il m'avait déja avisé de Paris.

Deux thermométres pour les observations de la temperature don-
nant des dixiemes de degré.

Un chronometre Negus de temps moyen, dont la marche avait été
réglée a I'Observatoire de Coimbra, et dont I'état a été vérifié par
des signaux télégraphiques envoyés par l'observatoire de la Tapada
d’Ajuda, avec lequel ont été comparées les montres dont les observa-
teurs se sont servis,
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La fig. 3 donne la photographie de cette installation.
Dans la station n.” 4 a été installée une chambre photographique,
montée parallactiquement, munie d'un teleobjectif Dalmever.

L’atmosphere a €té toujours limpide et calme.

Station principale de la mission de 1'Université de Coimbra

Pendant le phénomeéne ont été executés les travaux suivants:
Dans la station n.” 10 situé a

-+ 40" 51f 15" et 8”35 51" longitude W. Gr.
Avec le théodolithe : contacts observeés
WL v b 1o 21™ 12* (Temps moyen de Gr.)
gioe .. .... 1143 5o

L{i‘:m: L g B 11 _i__; 4
_lrm:._.__.__ 15 o 41.

[.Les images se sont presentées avec grande netteté, et on a pu
dbserver trés distinctement, pendant plusieurs secondes, la silhouette
des montagnes lunaires sur le disque solaire, et la variation de leurs
dimensions jusqu’a disparition compléete. Les temps de contact ont
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été referées aux époques de la disparition du menisque solaire a I'E,
et de son apparition a I'W.

Avec l'appareil cinématographique ont été prises plus de 5.000
images du phénoméne —au commencement et a la fin de I'éclipse,
dans la phase maxima et dans les intervalles, afin d’obtenir le plus
grand nombre possible d’éléments capables de nous renseigner, sire-
ment, sur la classification de I'éclipse. On a employé une pellicule
Eastman Kodak.

Dans la phase maxima l'objectif a ¢été diaphragmé a 3™ et I'appa-
reil reglé de fagon a pouvoir fournir prés de 560 images a la minute,
I'intervalle entre deux images consécutives étant donc de of,11. Dans
les autres phases cet intervalle a été reduit de moitié, et on a em-
ployé un diaphragme de 2™".

Dans la fig. g se trouvent reproduites 42 images positives, obtenues
sur le film pendant 5%, comprenant celle dela phase maxima, et pla-
cées dans les colonnes, de droite a gauche. Elles montrent toutes
des grains de Baily, trés interessants a étudier. Ces grains se re-
trouvent sur 158 images.

Dans la fig. 13 sont réproduites 8o images negatives, qui com-
prenent présque toutes les images de la fig. 9, mais qui sont inté-
ressants pour faire meilleur reconnaitre les variations des grains de
Baily.

Dans la fig. 14 sont encore reproduites 6 images prises avant la
phase maxima+qui présentent une tache blanchitre (marquée d'une
croix dans la premiére); tache que l'on rencontre dans toutes les
images (plus de 300) prises a cette période du phénomene, et que la
réproduction a beaucoup abimée.

On trouve des taches semblables prés du bord nord de la Lune,
sur une suite d'images prises a la proximité de la phase maxima
qui n'ont pas ¢été reproduites parce qu'elles n'étaient pas sensibles
sur le positif.

Les images prises pour I'observation des contacts ne permettent
pas d’arriver & une conclusion siire étant donné la difficulté de préci-
ser l'image qui correspond au moment méme du phénoméne, puisqu'il
y en a de nombreuses sensiblement pareilles.

Le procédé cinématographique pourra, certainement, étre employé
avantageusement dans ce but quand il s’agira d’images a grand dia-
meétre ; en tout cas, il sera certainement supérieur au procédé visuel.
De I'examen attentif des images cinématographiques on devra con-
clure le peu de confiance que meritent les observations des contacts
par rapport a4 la rigueur obtenue dans les observations d’'un autre
genre.
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L'image de la fig. 7 a été prise dans la chambre photographique
de g6ice" presque au moment de la phase maxima, avec une pose
de 0%.5, dans I'espoir d'obtenir I'image de la couronne solaire et celle
de la planéte Venus, si celle-ci devenait visible ce qui, en effet, est
arrivé,

Malheureusement la plaque photographique n'était pas absolument
bonne.

Les résultats des observations thermométriques sont indiqués par
le graphique de la fig. 8.

L’observation qu'on a voulu faire sur les ombres ondulantes n’a
pas donné de résultat appréciable.

Des observations faites a ce poste on a conclu:— que personne
n'avait rémarqué la plus petite trace de couronne, que I'éclipse a été
sensiblement centrale ; et qu'on ne pouvait pas étre fixé si elle avait
¢té totale ou annulaire, tous les observateurs ayant remarqué des
grains de Baily, mais n'étant pas d'accord a ce sujet. Quelques uns
d'entre eux ont constaté |'existence d'une protubérance dans la partie
inferieure du disque solaire.

Au poste n." 4 il a été fait une suite de photographies, dont deux
assez interessantes figs. 5 et 6; la premiere prise avant la phase ma-
xima et l"autre aprés cette phase; toutes les deux avec une pose de
0*,5, espacées de une minute.

Pour les ¢époques des contacts ont été obtenus les résultats, sui-
vants:

Au deuxiéme poste, (+40° 51’ 55", 8°38' 35" W. Gr.)

) D oo 1™ B
L it AR & ) B
AR R 13 '8 37

Au troisieme, (+ 40° 51’ 50", 8° 38/ 15" W. Gr.)

lf:r:_“._“”_ 10“2['“ Bs
gt BT 4
I W 2Ll b 1148 08
4 v 358038

Au quatrieme, (4 40°51' 42", 8°37'55" W. Gr.)
o TR W L

S WL If 43 2
" PETT PR v R R
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L'éclipse de soleil du 17 avril 1gr2
Au sixieme, (+ 40° 51’ 36", 8°37' 10" W. Gr.)

e L DR SRS & L L i

b sl AT
Au huitieme, (4 40° 51 24", 8° 36/ 36" (W. Gr.)
Lo g PR 7. L 3 bl o

maxima phase 11 42 55
P LR e R CT B

Au neuvieme, (440" 51/ 17", 8°30' 10" W. Gr.)

maxima phase 11" 42" 59
P, bl N 13 8 3n

I'-ip‘. 3

Station russe 4 Ovar: Mrs, Dowiten, Baron vox Panies, Sacrer, Freme ve MaTos, Avcusfo Cavnoso
Rinemro Gomes, Axisar Caprar, Nocvera Soares, Customo e Morais, Herton Canmar, LAcerpa,
Vaz Sesna, Greesrierd pe Mervo, Pacueco pe Amoris, Custiano pE Souvsa ¢ Costa Loso

Dans tous les postes on a observé le phénoméne reduit & des
grains de Baily, et on a eu l'impression d'une phase centrale.

On n’a observé des traces de couronne nulle part, les observa-
teurs du poste n.” 4 ont remarqué que les grains de Baily ont été
plus forts vers le nord.

Mr. Doxirce a eu l'obligeance de me communiquer qu'il avait eu
I'impression d'une éclipse centrale & son poste (n.” 5), Mr. SALLET en
a eu la méme impression. Voici ce qu'il écrit dans les Comptes Ren-
dus de I' Académie des Sciences de Paris: «La ligne de la centralité
était vers le milieu de l'intervalle entre la ligne de la Connaissance
des Temps et celle de I'Ephémeride americaine».




556 Revista da Universidade de Coimbra

Aussitdt I'éclipse finie toutes les personnes qui avaient observé
dans cette région se sont rendues a la station russe. Il est resté de
cette réunion l'agréable souvenir du groupe photographique de la
fig. 4 pour lequel nos aimables visiteurs nous ont fait I’honneur de
poser avec nous.

Nous avons échangé nos impressions sur le phénomene, mais on
n'est arrivé a aucune conclusion sur la position de la ligne de centra-
lité, ni sur les limites de la zone de totalité ou annulaire ; en consé-
quence, il nous a ¢té impossible de faire la classification de I'éclipse
a ce moment. Tous ceux qui ont observé a l'ouest de la station

n.” 10, ol je me trouvais moi-méme, ont cru étre dans la ligne centrale.

EN D’AUTRES POINTS DE LA REGION DE CENTRALITE

Il me semble intéressant de rapporter ici, rapidement, les com-
munications des resultats des observations, les plus importantes reali-
s¢es dans la région de centralité en Portugal, en Espagne, en France
et en Belgique, ou le phénomeéne a été également observé, avec le
plus grand interét, afin de mieux pouvoir en faire I'appréciation.

La mission anglaise, dont nous avons déja parlé, s’est installée en
trois endroits: & Maceda, prés de Esmoriz, & Olho Marinho, au nord
de Ovar, et a Milhundos, pres de la ville de Penafiel.

Mrs. WortHinGg et GraTHer ont observé dans le prémiére poste,
Maceda, beaucoup a I'ouest de nos postes de la région d’Ovar, une
éclipse totale de prés de 1, et obtenu une photographie d'une cou-
ronne, tvpe winde vane, correspondante a un minimum d’activité.

Au second poste, Olho Marinho, ¢tabli dans la direction de notre
poste n." 1, Mrs. Burner, Dean et CateeTaN, ont observé une totalité
de mofhs de 1*, une couronne sans prolongements, et un anneau bril-
lant chromosphérique.

Au troisieme, Milhundos, Mr. Cuampees voit une éclipse totale et
deux protubérances.

Pour ces observateurs, sur des directions éloignées de plus de 3
kilometres, et dont une est a deux kilométres ouest de notre poste
extreme n.” 1, I'observation a eu lieu dans la ligne de centralité et,
tous, ils ont eu I'impression d’avoir vu la couronne solaire.

Des deux missions portugaises celle de 'Ecole Navale a été dirigée
par Mr. Nunes pa Matra, trés distingué professeur de I'Ecole Navale.
Ses ¢leves Mrs. Conceigio Robrigues, JuLiano pe CarvarLHo, SanTos
Moreira, CasTro Mascarentas, Roxo pe Carvarno, et Prestes Sar-
GuEIRo en faisant partie.

L'observation a ¢été prise a Alto do Picoto, & un kilomeétre de la
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gare de Villa-Med, SSO. . Une photographie prise a I'époque de la
phase maxima a ¢té publiée dans I'lllustracdo Portugueza, et semble
étre celle d’une éclipse annulaire avec grains de Bawy a I'ouest.

Cet illustre professeur a eu l'obligeance de me fournir les infor-
mations suivantes:

Epuqucs des contacts:

1% eeanaeas 10"22™ 752 (Temps moyen de Gr.)
atme (W), ... 11 43 52
Fime lH} ..... 014353
4{:.':1&'. _______ 53 E) j?

«L’éclipse a été annulaire et 'anneau ayant été parfaitement égal
en toute son ¢tendue il en decoule que la ligne de centralité érait celle
ol se trouvait, justement, la mission de 'Ecole Navale.»

L'autre mission, dirigée par les illustres professeurs Mrs. Pepro
Jost pa Cunua et Axprea, installée a Milhundos pres de la mission
anglaise, confirme les informations de celle-ci, et conclut que la to-
talit¢ a été de 2* et que la ligne de centralité a passé par la position
ol se trouvait leur mission.

D. José Comas Soras, savant directeur de I'observatoire de Fabra,
installé quelque peu au nord de la ligne centrale annoncée par
I'Observatoire de Madrid «observa une éclipse sensiblement totale,
instantanée», et en conclut, «que la ligne de centralité a dbi passer au
nord, eloignée de prés de 2 kilomeétres de son poste située a la lati-
tude +42°24',5 et longitude 6°58',7 W de Gr.

L'observation de la couronne lui a permis d'en faire le croquis
qui la place sous le type des couronnes au minimum d’activité, avant,
sensiblement, une forme pareille a celles qui ont été observées en 1goo
et 1go1. (Bulletin de I Association Astronomica de Espanha e America
du mois de mai 1912).

Il attribue* aux filaments de la couronne une étendue de plus de
2 millions de kilomeétres et fait la remarque que pour I'observation
visuelle I'éclipse a été totale, mais que dans l'observation faite avec
un spectrographe cinématographique il existe toujours des grains de
Bawy.

Le savant directeur de 1'Observatoire de S. Fernando, D. THoMmaz
AzcaraTE, qui a installé trois- lignes d’'observation sensiblement nor-
males a la direction centrale, prés d'Oviedo, arrive aux conclusions
suivantes: — «Que D'éclipse a ¢té totale sur toute la Péninsule et a
eu une durée movenne de moins de 0°,5:—Que la largeur de la
zone a été de Boo & 1000 metres: — Que la ligne de centralité s’est

YOL. . N 2-3 37
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deplacée normalement & sa direction de 6 a 7 kilometres, coincidant
sensiblement avee celle de 'Ephémeride Americaine et la deuxiéme
ligne centrale de Battermann.»

D. Francisco Ixicuez, savant directeur de I'Observatoire de Ma-
drid, d'aprés l'ensemble des observations effectuées en Espagne,
conclut a ce que la ligne de centralité a passé entre les lignes prévues
par Madrid et Greenwich.

Mrs. Fro. ViLLas et Jacques Carvario qui ont observé a Caca-

belos, prées de Leon ont communiqué avoir obtenu sur un film une
image de la couronne bordant en liseré tout I'hémisphére sud de la
Lune. ’
Mr. Lanperer, dans les Comptes- Rendus de '’Académie des Scien-
ces de Paris, conclut & 15'31”,62 pour le semidiamétre lunaire et a la
possibilité d’obtenir une photographie de la couronne avec un crois-
sant solaire de - du diametre du Soleil.

En France aussi bien par la qualité des observateurs et leur nombre
que par les moyens dont ils disposaient, les observations ont pris une
importance remarquable.

Une mission anglaise dirigée par Mr. W, Lokyer y a été installée.
Aux observations de la ligne et de la zone de centralité ont ét¢ desti-
nées deux missions dirigées — l'une par Mr. le Comre pE LA Baume,
savant astronome dont les travaux sur les éclipses et les cometes sont
justement renommés; l'autre par Mr. Carvarro, illustre directeur
d’études a I'Ecole Polytechnique. Des observations en ballon ont été
suggerées par le savant directeur de I'Observatoire d'astronomie phy-
sique de Meudon, Mr. DesLanpres & qui la science astronomique est
redevable des plus remarquables découvertes.

Selon Mr. de la Baume la ligne de centralité a passé par l'instal-
lation de Saint-Germain en Laye ou il observa.

Des observations faites sur deux ballons, I'un ayant a bord Mrs.
I’Amiral Fournier et le Colonel Bourgeos, et I'autre Mr. le Capitaine
Durin, on a conclu que 'ombre de la Lune avait un diamétre de 35,500
et que la ligne de centralité passait’entre Villiers le Sec et Belloy,
plus pres de Villiers le Sec.

Mr. Framarion, linfatigable et distingué astronome & qui l'on doit
une grande diffusion de la science astronomique et d'intéressantes dé-
couvertes, conclut d’aprés les observations comparées des groupes, que
la ligne de centralité était 1800™ au nord de celle qui fut donnée par la
Connaissance des Temps; c’est aussi la conclusion de Mr. de la Baume.

Mr. G. Fournier au nom d’un groupe important de la Société As-
tronomique a fournit derniérement d’intéressantes informations, et con-
clut que la ligne de centralité a passé 1200™ au nord de la ligne de la
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Connaissance des Temps; donc Goo™ au sud de celle indiquée par
Mr. Framarion.

Sur la nature de I'éclipse, Mr. FramarioN a emis I'opinion suivante:
«Absolument parlant, cette éclipse n'a été ni annulaire, ni totale; on
pourrait la qualifier d'éclipse perlée.» Par rapport a la determination
du diametre de la Lune il conclut que, «Le diamétre lunaire qui a
€clipsé le Soleil est le diamétre pris des sommets des asperité lunaires

€t non plus le diametre moyen». Et cela en conséquence de ce qu'il
avait déja établi que les cimes des montagnes de la Lune ont été tan-
gentes au bord solaire.

A ce sujet 'opinion emise par Mr. de la Bavme est: «Quant au
diametre moyen de la Lune, il a été, pour les observateurs situés aux
environs de Paris, presque exactement égal a celui du Soleil.

En effet, les aspérités du bord de la Lune qui dépassent son niveau
moyen, sélevaient au dessus du bord du Soleil».

Mr. BanLaup, le savant directeur de 1'Observatoire de Paris, dans
son rapport a I'’Académie des Sciences conclut que: «L’éclipse n’a
pas €té tout-a-fait totale en Europe, et la ligne de centralité était sen-
siblement au sud de la ligne de la Connaissance des Tempss.

Mr. Desianpres qui par ses recherches originales a elargi ex-
traordinairement les connaissances solaires, en plus des services de
F'Observatoire ot il a employé, une fois de plus, le spectro-heliographe
polychrome, I'une de ses belles inventions, a preparé une installation
spéciale a Grignon. On y a obtenu d’intéressants spectres de la chro-
mosphere; cependant Mr. Destanores est arrivé dans son rapport,
présenté a I'’Academie des Sciences, a cette conclusion importante
«Aucune des épreuves de Grignon n'ont décelé de détails intéressants
attribuables a la couronne seule».

Mr. Bicourban, savant astronome de I'Observatoire de Paris,
observa a Courcelles et donne cette information intéressante: «Sou-
vent les points des cornes du croissant solaire ont paru soit emoussées,
soit détachées entierements.

La mission anglaise installée a Chavennes, aux environs de Paris,
considere I'éclipse comme ayant été centrale a ce point et en conclut
que la ligne de centralité a été coincidante avec celle de ' American
Ephemeris.

En Belgique la Société d’Astronomie d’Anvers conclut d’aprés les
résultats obtenus par la mission qu'elle a installé a Silenrieux, que
la ligne de centralité a passé sensiblement par ce point, correspon-
dant a la ligne Battermann n; et que pour diamétre on devra préferer
celui qui fut proposé par le Nautical Almanak (31’ 3",3); on a fait
importantes observations & Naumur.

-
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En Allemagne Mr. Harmmann croit que d’apres les observations
faites a4 Gattingue I'éclipse a eu lieu 25%7 plus 16t que I'annonce du
Nautical Almanak et conclut a une correction de + 10,3 pour la po-
sition de la Lune.

Les plus importantes conclusions par rapport a la ligne de centra-
lité sont indiquées sur la fig. 1. Il est intéressant de remarquer des
a présent les divergences qu'elles présentent.

CONCLUSIONS
Soleil

Ainsi que nous I'avons déja dit, dans cette éclipse on s'attendait
tout spécialement & obtenir des indications intéressantes sur la posi-
tion et le diametre de la Lune; on espérait aussi de pouvoir observer,
quoique trés rapidement, la couronne solaire et, dans ce but, on a
préparé plusieurs postes de observations.

Il y avait grand interét a reconnaitre si la forme de cette couronne
correspondait, effectivement, a celle qu’elle aurait du avoir par le fait
que le Soleil se trouvait a cette époque dans un minimum d’activité:
et, aussi a4 ¢largir 1'étude de sa composition, seulement possible,
jusqu’au présent, aux époques des éclipses.

Plusieurs astronomes distingués ¢taient certains de sa visibilité et,
a ce propos, Mr. I'Abbé Moureux écrivait: «Quant aux photographies
ne doutons pas qu'elles révelent les appendices coronaux»; en se ba-
sant sur le fait que Mr. WiLuis avait en 1goo photographié la cou-
ronne 8 minutes aprées la totalité, et Mr. MauNobER 3 minutes apres.

En tout cas on croyait a la possibilité d’obtenir le spectre de la
chromosphere.

L’importance de cette observation aux époques des éclipses, malgré
les résultats trés importants quon peut, a present, obtenir par l'obser-
vation quotidienne du Soleil, est bien mise en relief par. Mr. DesLAN-
pRres dans sa communication du 2 avril 1912, faite sur cette éclipse, &
I'Académie des Sciences de Paris, ot il dit, «Mais (et c’est un point
que 'on a tort, en général, de passer sous silence) ces résultats s’ap-
pliquent seulement aux gaz et vapeurs de la chromosphere; les par-
ticules de cette chromosphére qui offrent un interét au moins €gal, et
la couronne formée de particules, échappent encore a 'observation
journaliere; jusqu'a présent, elles sont accessibles seulement dans les
éclipses totales et dans les instants trés courts de la totalitén.

/. Dans lespoir d'obtenir des images de la couronne j'ai employé
deux appareils.







4 avant la phase maxima
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