Protocolo alternativo da técnica
de Grocott

Carina A. Ladeira!; Catia S. Ribeiro?; Edite R. Figueira’; José M. Marques*

1- ESTeSl; 2- Hospital do Espirito Santo de Evora; J- Hospital CUF Descobertas, Lisboa; 4- Hospital Militar
Principal, Lisboa

Correspondéncia para: Edjte Figueira — email: meditefigueira@hotmail.com

A técnica de Grocott, de grande utilidade na deteccio de fungos, utiliza o acido crémico que é téxico, corrosivo
e cancerigeno. Esta técnica é morosa, nomeadamente na actuacdo do agente oxidante e na impregnacdo com
solucdo de prata metenamina na estufa. Foram objectivos deste trabalho substituir o acido crémico por outro
agente oxidante, de menor perigosidade que permita marcacdo similar de fungos, reduzir a duracdo da técnica,
através da utilizagdo do microondas em detrimento da estufa testando a sua viabilidade e verificar o tempo /
poténcia que permite melhores resultados. A amostra corresponde a fragmentos de pulmao colhidos em necrdpsia.
Inicialmente substituiu-se a estufa pelo microondas, tendo sido realizados 18 ensaios testando varias poténcias:
500W, 550W, 600W, 650W, 700W e 750W; com os tempos 1, 1.30 e 2 minutos. Posteriormente substituiu-se
o acido cromico, recorrendo a 4 agentes oxidantes (acido periddico, acido nitrico, acido sulfirico, perdxido de
hidrogénio), a diferentes concentracBes e sem agente oxidante. Para cada um variou-se o tempoem 1, 3, 5 e
10 minutos. Os resultados foram quantificados por trés observadores segundo uma grelha de avaliacdo que
contemplava quatro parametros: intensidade de marcacgao, percentagem de fungos marcados, marcacao
inespecifica de fundo e preservacdo morfoldgica.

Os agentes oxidantes utilizados apresentaram bons resultados, & excepcao do acido sulfdrico. O agente oxidante
alternativo de eleicdo é o &cido periédico devido & menor perigosidade de manipulacao e ao respectivo impacto
economico. A intensidade de marcacdo ideal foi obtida em microondas com poténcia de 650 Watts durante 1
minuto.
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INTRODUGAO

Os fungos sao uma classe de seres vivos que possuem
caracteristicas especiais, merecendo por isso 0 seu
proprio reino — Reino Fungi. S3o organismos
eucariontes, maioritariamente multicelulares, embora
alguns possam ser unicelulares (leveduras) que geral-
mente possuem paredes celulares constituidas por
quitina e outros materiais [1].

A quitina € um polimero, constituido por uma sequén-
cia linear de aclcares monomeéricos, designada de N-
acetilglicosamina, que confere elevada rigidez e maior
resisténcia a degradagdo microbiana [2].

Algumas espécies de fungos desempenham um papel
importante na vida do Homem, no entanto existem
outras que sdo extremamente prejudicais para a sau-
de, provocando inimeras doengas [3].

Para detectar a presenca de microorganismos em sec-
cBes de tecido, podem ser utilizadas varias técnicas
tais como: H&E, Giemsa, Acid-fast technics, coloragéo
Gram de Brown-Brenn, técnica de Hotchkiss-McManus
PAS e Bauer, Grocott e Gridley [4].

A técnica de Grocott, resultante da alteragdo da téc-
nica de Gomori, &€ a impregnagado por metais pesados
mais utilizada para a marcagao de diversos fungos, tais
como: Aspergillus fumigatus, Actynomices [sraelli,
Blastomyces dermatidis, Candida albicans, Coccidioides
immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum, Nocardia asterdides, Pneumocystis jirovec,
Sporothrix schenckii. Neste tipo de impregnacéo o
tecido intervém activamente na deposicdo da prata
metalica através de uma reacgdo quimica de redugdo.
Geralmente, sdo coloragdes que permitem separar
componentes celulares, em fungdo da sua capacida-
de de reduzir o nitrato de prata amoniacal em prata
metdlica sem a intervencdo de agentes redutores
externos [5].

No Grocott realiza-se uma impregnacdo através de uma
solucdo aquosa, fortemente alcalina, de prata
metenamina. Este complexo metadlico reage com os
polissacarideos da parede dos fungos, reduzindo a pra-
ta, que precipita e se torna visivel, marcando de pre-
to a parede dos fungos.

O principio em que se baseia a técnica resulta inicial-
mente na oxidacio dos polissacarideos existentes em
relativa abundancia na parede dos fungos, promovida
pelo &cido crémico. Este processo de oxidagdo € pro-
positadamente prolongado de modo a permitir a fa-

|éncia de determinados grupos aldeidos recentemen-
te formados, impossibilitando-os de se ligarem a prata
[6].

A técnica de Grocott fornece resultados satisfatorios
na identificacdo de fungos, no entanto apresenta va-
rios inconvenientes. O agente oxidante utilizado — acido
cromico — apresenta uma elevada toxicidade, que
incide sobretudo a nivel renal, € corrosivo para a pele
e mucosas, cancerigeno, pelo que a sua utilizagdo
deveria ser idealmente eliminada [7]. O Grocott é uma
técnica morosa, nomeadamente na actuagdo do agen-
te oxidante (1H) e na impregnacdo com solucdo de
prata metenamina na estufa a 60°C (1H).

Objectivos

Tendo em conta estes factos decidiu-se realizar um

estudo com os seguintes objectivos:

1. Reduzir a duracdo da técnica de Grocott, através
da utilizagdo do microondas em detrimento da es-
tufa testando a sua viabilidade.

2. Determinar o tempo/poténcia que permite atingir
melhores resultados.

3. Substituir o acido cromico por um agente oxidante,
de menor perigosidade para a saude e de accdo
mais rapida.

MATERIAL E METODOS

De acordo com este estudo de caso com vertente
experimental [8], designaram-se como variaveis inde-
pendentes as diferentes poténcias de microondas, o
tempo de incubacdo e os agentes oxidantes ou au-
séncia deste.

A variavel depéndente corresponde a qualidade final
da coloracdo. Para quantificar esta varidvel utilizaram-
se 0s seguintes parametros: intensidade de marca-
¢ao, percentagem de fungos marcados, marcacao
inespecifica de fundo e preservacdo morfoldgica.

Procedimentos Técnicos

A amostra utilizada foi retirada da populagao alvo, cor-
respondente a todos os fragmentos de pulméo colhi-
dos em autdpsia. Pelo facto deste material nos ser
cedido, a populagdo acessivel resume-se aos fragmen-
tos de pulmdo colhidos em autdpsias no ano 2003.
Para a definicdo da amostra a estudar, tornou-se ne-
cessario estabelecer como critério fundamental a exis-
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téncia de fungos no fragmento de pulmdo. Assim, a
amostra corresponde a 2 fragmentos de pulmdo colhi-
dos em autépsia no ano de 2003,

Realizaram-se cortes histolégicos de cada caso com
uma espessura de 3mm utilizando um microtémo de
corredica (Leica SM2000R), colocados em l4minas
adesivadas SuperfrostPlus®, e posteriormente, leva-
das a estufa.

Os ensaios realizados foram efectuados em microon-
das (MW, Vjp20Philips®) e em estufa (Trade Raypa®).
As coloragBes foram efectuadas segundo o protocolo
de Grocott prata metenamina para fungos (Gomori
1946, Grocott 1955), retirado de Bancroft e
Stevens[5].

Numa primeira fase substituiu-se a estufa pelo micro-
ondas. Para tal, foram realizados 18 ensaios em MW
testando diferentes poténcias e tempos como indica
a Tabela I. Numa segunda fase, realizaram-se 48 en-
saios utilizando substitutos do Acido crémico, recor-

Tabela I: Sintese das experiéncias realizadas na 1.2 fase

500 9
. 550 2min 9
9
1?_' 650 1min30seg 9
700 ! 9
750 1min 9
L 54
Total 18 Ensaios Lamibas

Tabela II: Sintese das experiéncias realizadas na 2.2 fase

C. o
cromico S 12
Ac. e
periodico e - G
Ac. nitrico | 0.5%, 1%, 2% | 10™Min 33
Ac. 0.1%, 0.25%, -
sulfurico 0.5% il o
Peroxido 3min
de 3%, 30% 24
hidrogénio 1min
Sem
agente - 12
oxidante
Total 48 Ensaios 144
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rendo-se a 4 substincias quimicas oxidantes, a dife-
rentes concentragdes, variando para cada uma o tem-
po (Tabela II).

Instrumentalizacio

Para quantificar cada um dos pardmetros (intensidade
de marcacdo, percentagem de fungos marcados, mar-
cagao inespecifica de fundo e preservagdo morfoldgica)
que caracterizam a variavel dependente, seleccionou-
sé uma escala diferencial que permite resultados sob
a forma de dados quantitativos numa escala de inter-
valo.

1. Intensidade de marcacao

Capacidade de promover a visualizagdo dos fungos
de forma evidente e distintiva das estruturas
envolventes. Para a medicdo do parametro intensi-
dade aplicou-se uma escala que apresentava 5 uni-
dades de avaliacdo, posteriormente ordenada de
0-4, sendo estas: marcacdo nula (0), fraca (1),
moderada (2), forte (3) e muito forte (4), respec-
tivamente (Fig. 1).

Fig. 1: Grelha de avaliacio da intensidade de marcacdo:
A - Fraca (0), B — Moderada (1),
C - Intensa (2), D - Muito intensa
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2. Percentagem de fungos marcados

Quantidade de fungos marcados num total de 100.
Para a medicdo do parametro percentagem de fun-
gos marcados aplicou-se uma escala que apresentava
5 unidades de avaliacdo, posteriormente ordenada
de 0-4, sendo estas: 0% (0), 1%-25% (1), 26%-
50% (2), 51%-75% (3), 76%-100% (4), respecti-
vamente.

3. Marcacao inespecifica de fundo
Corresponde a toda a marcacdo causada por uma
reaccdo inespecifica dos reagentes a estruturas ce-
lulares e outras de modo a dificultar a identificacdo
das estruturas pretendidas. De forma a medir este
parametro aplicou-se uma escala que apresentava
4 unidades de avaliagao, sendo estas: nula (3), fra-
ca (2), moderada (1) e intensa (0).

4. Preservacdo morfoldgica

Manutencdo da forma das estruturas celulares, con-
tra a alteragdo ou qualquer tipo de dano derivado
da manipulagdo ou das reacgbes provocadas pela
coloracdo. Para a medigdo do parametro preserva-
¢ao morfoldgica aplicou-se uma escala que apre-
sentava 3 unidades de avaliacdo, posteriormente
ordenada de 0-2, sendo estas: sem preservacdo
morfoldgica (0), algumas alteragdes morfoldgicas (1),
com preservacao morfologica (2).

Para cada um destes parametros, atribuiu-se o mes-
mo factor de ponderacdo cuja soma resultou num
score final:

— Nao satisfaz (0-5)

— Satisfaz (6-7)

— Bom (8-11)

— Muito Bom (12-13).

As laminas foram avaliadas por 3 observadores inde-
pendentes. A analise estatistica da média das obser-
vacdes e scores médios foi realizada em Microsoft Excel
2003.

RESULTADOS

Depois de aplicadas as técnicas em estudo e a res-
pectiva avaliacdo das laminas, os scores médios obti-
dos para cada poténcia variaram entre 6,55 para a

poténcia 750W e 11,42 para poténcia 650W (Gréfi-
co I).

A 750W durante 2’ observou-se marcagao inespecifica
intensa (Fig. 2). A 500W durante 2" e a 650W duran-
te 1’ verificou-se marcacgdo intensa dos fungos sem
marcagao inespecifica de fundo (Fig. 3).

Grafico I: Score médio dos ensaios para cada poténcia
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Fig. 3: MW 650W a 1 minutos (Grocott, 400 X)
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Tabela III - Resultados da 22 fase

Acido 5% 11 11
Cromico
Acido 1% [10-11] 10,25
Periédico
Acido 0,1% [7-9] 8,33
it
Stifdice 0,25% [7-9] 8
0,5% 9 9
Acido 0,1% [9-10] 9,33
Nitri
Y 0.25% [9-10] 9,33
0,5% 9 9
Peréxido 30% 9 9
de z
Hidrogénio 3% 9 9

Fig. 4: Acido nitrico 0,5% a 10 minut

o0s (Grocott, 400 X)

0.25% e 10.25 para o &cido periddico a 1%, sendo
que o controlo, acido crémico, obteve score médio
de 11 (Tabela III).

O éacido nitrico a 0.5% marca com pouca intensidade
uma baixa percentagem de fungos e provoca
marcacdo inespecifica de fundo (Fig. 4). O acido
periodico a 1% demonstra uma intensidade de
marcagdo intensa, percentagem maxima de fungos
marcados, auséncia de marcagdo inespecifica de fundo
e preservacdo da morfologia (Fig. 5).

DISCUSSAO

As experiéncias efectuadas na primeira fase consisti-
ram na realizacdo de varios ensaios utilizando o mi-
croondas, mantendo a estufa como controlo positivo.
Verificou-se que as l&minas que permaneceram uma
hora na estufa apresentaram intensidade de marca-
cdo ideal e auséncia de marcagao inespecifica. No
entanto, ¢ um método muito demorado, pelo que,
recorrendo ao microondas foi possivel alcangar resul-
tados analogos. Da analise dos resultados concluiu-
S€ que, para 1 minuto a 650W as laminas
apresentaram uma marcaco intensa (ideal) dos fun-
gos e auséncia de marcacdo inespecifica.

As experiéncias efectuadas na segunda fase referem-
se a substituicio do agente oxidante convencional-
mente utilizado, acido crémico, por outros agentes
oxidantes. Através da andlise dos resultados obtidos
verifica-se que o acido sulfirico actua de forma defici-
ente na oxidacdo da parede dos fungos, sendo que
este foi o score médio mais baixo do conjunto dos
agentes oxidantes (Tabela III). De forma geral, todos
0s agentes quimicos oxidantes tiveram uma classifica-
Gdo qualitativa de boa. O peréxido de oxigénio é uma
boa alternativa quando n3o existe qualquer outro agen-
te oxidante, sendo efectivo mesmo na sua forma con-
centrada a 30%.

Desta forma verifica-se, no conjunto das duas fases
da experiéncia, que a intensidade de marcagao ide-
al com auséncia de marcagao inespecifica foi obtida
em forno de microondas com poténcia de 650W
durante 1 minuto com &cido periédico como agen-
te oxidante alternativo. A utilizacio de 4cido perié-
dico apresenta vérias vantagens relativamente ao
acido crémico, uma vez que é mais econdmico e
com menor perigosidade [9]. Desta forma, é possi-
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vel obter resultados similares na técnica de marca-
¢ao de fungos pelo Grocott através da utilizacdo de
forno de microondas e acido periddico como agen-
te oxidante, sendo efectivo a 1’, a partir de um
protocolo alternativo que, para além de primar pela
seguranga do Técnico de Anatomia Patoldgica, per-
mite um  protocolo mais rapido e,
consequentemente, um diagndstico mais célere e
igualmente fidedigno.

Este estudo apresenta algumas limitacdes, tais como
a quantidade da amostra que ndo permite a generali-
zagao de resultados e a auséncia de uma escala valida-
da para a quantificacdo das técnicas de histoquimica
pode inferir alguma subjectividade da aplicacdo por
parte dos avaliadores.
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