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EDITORIAL

Caros leitores,

A Equipa Editorial da micron - Revista Técnica de Anatomia Patologica congratula-se com a
apresentacao da edicao n°16 darevista.

E com imenso prazer que constatamos o interesse dos estudantes e profissionais da area de Anatomia
Patologica na publicacao de artigos cientificos na nossa revista, o que se reflectiu no nimero de artigos
que recebemos para esta edicao.

Neste nUmero sdo apresentados sete artigos cientificos, sendo o primeiro referente a um Caso Clinico de
Pneumatose Quistica Intestinal.

Os restantes sao artigos Originais de Investigacao que se centram no estudo dos melhores procedimentos
a adoptar em areas relevantes no diagnostico e investigacdo em Anatomia Patologica, como sédo: a
fixacdo em cérebro fetal; a descalcificacdo em microondas; a aplicacdo de um protocolo combinado de
Verhoeff & Tricromio de Masson; a utilizacao de uma coloracao alternativa de prata-metenamina para
demonstracao de membranas basais; a aplicacdo de métodos alternativos para deteccao de fungos e a
descricao técnica do modo de realizacdo de técnicas imunocitoquimicas em laminas previamente
coradas.

Nesta edicao criamos um novo “Espaco de Opinido”, onde os autores poderao debater sobre diferentes
tematicas que considerem relevantes para o aperfeicoamento cientifico na nossa area. Neste nimero
serao apresentados argumentos sobre o termo mais correcto a adoptar quando falamos do fixador
vulgarmente designado formol: sera Formalina ou Formol?

Visto estarmos num periodo de transicao em relacdo a adopcdo do novo Acordo Ortografico, nesta
edicao foram publicados artigos com as duas versoes, de acordo com a escolha dos autores. Em edicoes
posteriores sera, apenas, adoptado o novo Acordo Ortografico.

Esperamos que esta edicdo da micron corresponda as expectativas de todos os leitores, reiterando o

nosso agradecimento pela colaboracao de todos os estudantes e profissionais da area de Anatomia
Patologica na publicacéo de artigos cientificos na nossa revista.
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RESUMO

A Pneumatose Quistica Intestinal afecta principalmente o célon e possui caracteristicas macroscopicas
patognomonicas, com presenca de multiplos quistos preenchidos por gas, na parede do trato
gastrointestinal, que lhe confere aspecto de “favo de mel”.

Neste estudo de caso foi realizado o exame macroscopico de uma peca de sigmoidectomia pertencente
a uma mulher de 81 anos com episodio de volvo da sigmoideia, na qual se observou uma area de mucosa
com perda do normal pregueamento e aspecto mamilonado. Na parede célica existiam multiplos quistos
sem conteldo que histologicamente estavam delimitados por histidcitos, células gigantes
multinucleadas e algumas células inflamatorias. Estes achados, conjuntamente com a analise

macroscopica, conduziram ao diagnostico de Pneumatose Quistica Intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia Patoldgica, Macroscopia, Patologia Gastrointestinal, Pneumatose

Quistica Intestinal.

INTRODUCAO

Caso Clinico

Apresenta-se o caso clinico de uma doente de 81
anos com antecedentes de oclusao intestinal,
que recorreu ao Servico de Atendimento
Permanente do Hospital Cuf Descobertas por dor
abdominal. A doente foi internada devido a
oclusdao intestinal por volvo da sigmoideia.
Procedeu-se a distorcao do volvo por
colonoscopia e a terapéutica com laxantes e
enemas.

A doente foi posteriormente seguida em
consulta, tendo-se repetido os episddios de sub-
oclusdo ja conhecidos antes do primeiro
internamento. Realizou-se nova colonoscopia
esquerda (com introducdo do colonoscopio até
aos 50 cm) onde foi identificada uma area de
aspecto multinodular difuso da mucosa entre os
20 e os 35 cm, com areas de hiperémia,
intervalada por zonas de mucosa com aspecto
normal. A hipotese destas lesdes
corresponderem a Pneumatose foi referida no
relatério. Procedeu-se a colectomia esquerda
laparoscopica por volvo da sigmoideia
recidivante.

Patologia

A Pneumatose Quistica Intestinal (PQl), também
conhecida por Pneumatosis Cystoides Intestinalis
ou Pneumatose Coli [1], € uma situacdo clinica

rara em que existem cavidades quisticas
preenchidas por gas na parede do trato
gastrointestinal (TGI) [2].

A realizacdo de exames necropticos demonstra
que a incidéncia desta patologia é de 0.03% na
populacao geral [3].

A PQl é normalmente identificada inicialmente
numa radiografia ou tomografia
computadorizada (TC) abdominal, sendo
considerada como achado e nao diagndstico, ja
que a sua etiologia varia de condicao benigna a
doenca do TGI fulminante [4]. Na Figura 1 [5]
pode-se observar o aspecto de uma TC abdominal
onde se identificam quistos com conteldo
gasoso.

Quando ocorre em criancas a PQI esta
usualmente associada com enterocolite
necrotizante e pode ser fatal, podendo também
estar associada a fibrose quistica ou patologias
cardiacas congénitas [6,7].

Nos adultos pode apresentar-se sob uma de duas
formas conhecidas: a forma primaria, maisrarae
que se apresenta como um achado idiopatico, ou
a forma secundaria (cerca de 85%) que aparece
associada a doenca pulmonar cronica obstrutiva,
obstrucao intestinal, esclerodermia, entre
outros [2,7].

A PQl primaria afecta usualmente o colon
descendente, enquanto a secundaria
tipicamente envolve o intestino delgado,
podendo no entanto ocorrer por todo o TGl,
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Figura 1 - Quistos com conteudo gasoso
identificados na parede intestinal do célon
descendente proximal (circulo branco) em A

e a nivel do abdomen inferior (setas negras)

em B, numa TC. A forma, densidade e localizacdo
sdo caracteristicas de PQI.

envolvendo o colon, estdmago ou ainda o es6fago
[4].

No caso estudado o mais provavel é que a PQl seja
secundaria aos episodios de volvo, patologia na
qual uma ansa da sigmoideia se dobra a nivel do
mesentério, causando obstrucao e podendo levar
auma isquémia secundaria [8].

Para compreender o aparecimento das cavidades
quisticas surgiram varias teorias explicativas ao
longo das décadas, uma das quais considera o
deslocamento do ar libertado de bolhas nas
doencas obstrutivas pulmonares ao longo dos
planos retroperitoneais e o seu encarceramento
na parede das ansas intestinais [2]. Outras
teorias explicativas assentam na producao do gas
no limen, por bactérias intestinais [1,2], ou por
criptas de Lieberkiihn inflamadas, penetrando
através da muscular da mucosa, sendo
posteriormente acumulado sob a forma de
quistos submucosos [7]. Esta passagem do gas
produzido pode estar associada ao aumento da
pressao intraluminal que ocorre nas patologias
de base ou pode ainda dever-se a introducao de
gas durante um exame endoscopico [8].

Cerca de 50% dos casos tem resolucao
espontanea em varias semanas, com reabsorcao
do gas, mas havendo recorréncia ocasional ou
sendo as lesdes severas, pode ser necessario
recorrer a uma colectomia do segmento
envolvido [2,8], como no caso apresentado.
Tanto clinica como histologicamente a PQIl pode

ser confundida com doencas inflamatdrias
intestinais [1]. Esta patologia é geralmente
segmentar e macroscopicamente a porcao
intestinal envolvida pode parecer esponjosa ou
crepitante se os quistos forem de localizacao
subserosa, podendo ser reconhecidos ainda no
espécimen fechado. Em seccdao a parede
intestinal tem aspecto em “favo de mel”, uma
vez que se identificam mdltiplos quistos
preenchidos por gas. Individualmente os quistos
podem ser milimétricos ou atingir dimensoes
entre 1-2 cm de didmetro. Usualmente néo se
identificam comunicacdes com o limen [9].

Os quistos podem atingir qualquer camada da
parede intestinal mas encontram-se localizados
principalmente na submucosa ou na subserosa. A
mucosa suprajacente aos espacos aéreos
apresenta-se normalmente elevada e por vezes
com aspecto pseudolipomatoso, uma vez que
pode assemelhar-se a lipomatose, enquanto que
a muscular propria esta normalmente poupada
[2]. Na Figura 2 pode-se observar o aspecto
macroscopico da PQl.

Figura 2 - Segmento de célon com 25 cm de
comprimento onde se observam multiplas cavidades
quisticas sem conteudo e de paredes internas lisas
observadas em secgdo transmural. As cavidades
ndo apresentam comunicacoes entre si, nem
continuidade com o lumen cdlico.

Histologicamente os espacos quisticos estao, na
sua maioria, revestidos por células achatadas de
origem mesenquimatosa ou histiocitica. Pode
haver reaccdo inflamatdria focal e, nos casos
relacionados com doenca da mucosa, ha uma
tendéncia para uma maior proliferacdo
macrofagica e de células gigantes de corpo
estranho [2].

A Anatomia Patoldgica além de permitir a
confirmacao diagnodstica de PQIl pode contribuir
para o diagnostico etioldgico final e diferenciar
de outras formas com apresentacao
macroscopica semelhante, nomeadamente a
doenca de Crohn, com a qual se deve fazer um
diagnostico diferencial [2,7].

0 objectivo deste trabalho é apresentar um caso
clinico de PQl e focar os principais aspectos
macroscopicos e histoldgicos desta patologia.



MATERIAL E METODOS

Analise Macroscépica e Protocolo de Colheita
Foi realizado o exame macroscopico de uma
peca, fixada em formol neutro tamponado a 10%,
identificada como “sigmoidectomia”, com a
seguinte informacéao clinica: “Episddio de volvo
da sigmoideia”, que incluiu descricao
macroscopica, baseada na literatura [8].
Efectuou-se descricao das dimensoes e aspecto
da peca, da area de mucosa afectada e dos
quistos encontrados em seccao transmural;
colheram-se varios fragmentos para 14 cassetes,
onde se amostraram os anéis de anastomose (2
cassetes), as lesdes quisticas (6), a mucosa
“normal” (2), e os ganglios linfaticos (4). Foram
captadas imagens ilustrativas do aspecto
macroscopico da peca operatoria.

Técnica Histologica

Os fragmentos seleccionados foram colocados
em formol neutro tamponado a 10% durante
cerca de 24h tendo sido posteriormente sujeitos
a processamento overnight. Apds a inclusao e
microtomia as laminas foram coradas com
coloragcao de rotina Hematoxilina & Eosina no
colorador automatico para observacdo no
microscopio optico.

Técnica Imunohistoquimica

Para confirmacao do revestimento dos espacos
aéreos por células de origem histiocitica, foi
posteriormente realizada a imunomarcagao com
o anticorpo monoclonal CD68 da NeoMarkers®
(clone PG-M1), numa diluicdo de 1/100, através
do sistema de deteccao Bond Polymer Refine
Detection (Leica Bond™), num dos blocos
representativos da lesao, que resultou numa
marcacao de granulos citoplasmaticos.

Foram igualmente captadas imagens
representativas da histologia da patologia.

RESULTADOS

Analise Macroscopica

A analise macroscopica da peca de
sigmoidectomia permitiu a observacao de um
segmento colico com 25 cm de comprimento.
Apds a abertura da peca foi identificada uma
area de mucosa com cerca de 10 cm de maior
eixo na qual se verificou perda do normal
pregueamento e aspecto mamilonado, como se
pode observar na Figura 3. A area anteriormente
descrita distava 7 cm da margem mais proxima. A
restante mucosa mantinha o aspecto
macroscépico normal.

Em seccao, na parede colica, existiam multiplos

Figura 3 - Sec¢do transmural a demonstrar multiplas
cavidades quisticas sem conteudo (seta amarela)

e a mucosa com uma drea de aspecto mamilonado
(seta azul). A mucosa adjacente (seta branca)

esta macroscopicamente normal.

quistos sem conteldo e sem continuidade com o
limen colico, os maiores com 1 cm de diametro,
de localizacao essencialmente submucosa, e que
conferiam a parede um aspecto em “favo de
mel”.

Na gordura peri-cdlica isolaram-se 21 ganglios
linfaticos, o maior com 6 mm de maior eixo.

Andlise Histologica

Na analise histologica observaram-se multiplos
espacos quisticos sem conteldo ao nivel da
submucosa da parede colica (Figura 4),
delimitados por macrofagos e células gigantes
multinucleadas, proximas das quais se
observaram algumas células inflamatorias
(Figura 5).

A mucosa colica subjacente as cavidades
quisticas revelou areas com alteracoes
isquémicas relacionaveis com volvo da
sigmoideia (Figura 4).

L

Figura 4 - Pode observar-se a existéncia de cavidades
quisticas (seta negra) sem conteudo, na parede célica,
(40x).

Os anéis de anastomose nao apresentavam focos
de lesdao e a mucosa adjacente era
histologicamente normal.

Os ganglios linfaticos nao tinham alteracoes.
Com caracter meramente ilustrativo e nao
diagnostico foi efectuada imunomarcacao com
CD68 que comprovou a origem histiocitica das
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células de revestimento dos multiplos quistos e
facilitou a sua visualizacao (Figura 5).

Figura 5 - A imunomarcagdo com CD68 permite comprovar
a origem histiocitica das células que revestem as cavidades
quisticas (setas negras apontam para células gigantes
multinucleadas) (400x).

DISCUSSAO

Alguns dos achados macroscopicos deste caso,
como o aspecto da mucosa, sao comuns a
algumas patologias do TGI, como doenca de
Crohn, lipomatose ou PQl. Porém, o aspecto em
“favo de mel” da parede intestinal é
caracteristico de PQl, o que permitiu desde logo
a orientacdo para o diagnostico que foi
posteriormente confirmado pelo estudo
histoldgico. A Figura 6 [10] demonstra uma peca
de colectomia com doenca de Crohn em que é
evidente a possivel semelhanca de aspectos
macroscopicos da mucosa entre as duas
patologias. Neste caso é a auséncia da parede em
“favo de mel” que permite excluir
macroscopicamente a PQl.
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Figura 6 - Peca operatoéria de colectomia com doenca
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com as alterac¢ées da mucosa numa PQI.
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RESUMO

0 exame de cérebros fetais é realizado em casos de morte fetal de causa desconhecida ou em casos de
malformacdes. E realizado o exame macroscopico do cérebro fetal e das suas estruturas internas
através da dissecacdo do orgdo. O estudo microscopico € relevante para a observacdao do
desenvolvimento e da correta localizacdo das estruturas que compde o cérebro, assim como na
observacao de malformacoes vasculares ou de tumores, para os quais as técnicas de histoquimica e de
imunocitoquimica podem ser muito Uteis.

0 exame macroscopico do cérebro fetal é dificil devido a sua consisténcia amolecida, que se mantém
mesmo apos fixacdo com o formol a 10%. A utilizacao de formol-zinco na fixacdo acrescenta firmeza ao
tecido, facilitando em muito o manuseio dos tecidos no exame macroscopico.

O objetivo geral deste estudo consistiu em comparar os efeitos da fixacao em formol-zinco e em formol
a 10% nas técnicas de diagnostico complementar (histoquimica e imunocitoquimica).

Foram estudadas 20 amostras, 10 fixadas em formol e 10 fixadas em formol-zinco, coletadas entre os
anos de 2006 e 2010.

Os resultados obtidos sugerem que a fixacao com o formol-zinco nao altera as propriedades tintoriais ou
imunocitoquimicas das amostras, sendo portanto tdo bom quanto o formol a 10% para o estudo

microscopico deste material, mas com a vantagem de facilitar o exame macroscépico.

PALAVRAS-CHAVE: Fixacao, Formol-zinco, Histoquimica, Imunocitoquimica, Autépsia fetal

INTRODUCAO

0 exame de cérebros fetais é realizado em casos
em que a morte fetal ndo tem causa conhecida ou
em casos de malformacées. E realizado o exame
macroscopico do cérebro fetal e das suas
estruturas internas através da dissecacdo do
orgao. O estudo microscopico é relevante para a
observacdao do desenvolvimento dos feixes
neuronais e da correta localizacao das estruturas
que compde o cérebro, assim como na
observacao de malformacdes vasculares ou de
tumores, para os quais as técnicas de
histoquimica e de imunohistoquimica podem ser
muito Uteis [1].

Nas autopsias fetais, existe uma consideravel
dificuldade na dissecacao dos cérebros. Por este
motivo e porque a utilizacdo de um meio de
fixacdo que permita um bom exame
macroscopico é importante para um diagnostico
preciso, em 2009 o Servico de Anatomia
Patologica do Hospital Garcia de Orta passou a

usar como rotina do servico a fixacao dos
cérebros em formol-zinco, baseado no estudo
realizado por Encha-Razavi et al [2].

Tendo em conta que na literatura disponivel as
referéncias sobre a utilizacdo do formol-zincoe o
seu efeito nas propriedades histoquimicas e
imunocitoquimicas em tecido humano provém de
estudos cujos parametros e condicoes de
investigacao nao foram uniformizados,
concluimos tratar-se de uma questao pertinente,
servindo de base para um estudo de investigacao
em condicdes controladas e padronizadas [3-7].
Amaceracao (processo de autolise intra-uterina)
pode originar artefatos carateristicos e alterar as
propriedades histoquimicas e imunocitoquimicas
dos tecidos. Apos o parto, o processo de autolise
continua a temperatura ambiente, podendo ser
consideravelmente abrandado pela refrigeracao
do feto e pela fixacao precoce dos tecidos.
Contudo, as alteragcdes macroscopicas e
microscopicas podem ser estudadas para a
estimativa do tempo decorrido entre a morte
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fetal e a fixacao. Mesmo fetos com marcada
maceracao podem ser estudados, sendo possivel
identificar algumas alteracdes apos um exame de
autopsia minucioso. A avaliacdo da maceracao no
nosso estudo é importante para excluir um
possivel viés originado na qualidade da amostra
(casos e controlos) [1].

Em 1994, Beckstead apresentou um fixador a
base de zinco, sem ligacOes cruzadas ou agentes
coagulantes, mas com qualidades morfoldgicas
mantidas [8].

0 formol-zinco é um excelente fixador pois tem
as qualidades nao-coagulantes fixadoras de
formol e as propriedades coagulantes fixadoras
do zinco, podendo ser utilizado em todos os
tecidos [9]. Reforca a fixacdao nuclear e
citoplasmatica prevenindo artefatos e
preservando tanto a morfologia como as
estruturas moleculares especialmente sensiveis
a acao do formol, mantendo a sua
imunorreatividade. E mais rapido e torna as
macromoléculas suficientemente rigidas para
suportar a desidratacdo. Raramente é necessaria
a recuperacdao antigénica e os anticorpos
primarios podem ser diluidos 2-10 vezes mais que
o habitual. Retém a imunorreatividade apos
armazenamento a longo prazo, e pode ser
utilizado com formol a 10% ou com formol neutro
tamponado. O formol-zinco é utilizado como um
fixador primario [8-10].

0 objectivo do estudo € comparar o efeito do
formol-zinco e do formol a 10% nas propriedades
histoquimicas e imunocitoquimicas do tecido
fetal.

MATERIAL E METODOS

Selecao daAmostra

Foram utilizados blocos de parafina de cérebros
fetais. Estes diferiram apenas no tipo de fixador;
em metade dos casos foi utilizado o formol a 10%
(10 controlos) e nos restantes o formol-zinco (10
casos), sendo no total 20 blocos (N=20), um de
cada caso.

Todos os blocos sofreram o processamento
histologico (desidratacdo, diafanizacdo e
impregnacao), sendo o procedimento
protocolado de acordo com o utilizado no
servico. Como se tratou de casos de arquivo,
pode ter ocorrido pequenas variacdes no
processo.

Foram selecionados casos consecutivos com mais
de 20 semanas de idade gestacional, dentro do
periodo de 2006 a 2010, sendo excluidos casos
Com maceracao severa.

Realizaram-se laminas coradas em Hematoxilina-
Eosina, do Sistema Nervoso Central e de tecido

renal dos casos e dos controlos. Para realizar a
qualificacao e a quantificacdo do grau de
maceracao do feto usaram-se os cortes de
hematoxilina-eosina do tecido renal, devido a
maior sensibilidade deste as alteracdes de
autolise e maceracao, de modo a selecionarmos
0s casos e controlos que apresentavam melhor
preservacao, sendo excluidos aqueles com
maceracao severa [1].

Fixadores

Os fixadores utilizados foram o formol
tamponado a 10%, solucao comercial da Bio-
Optica, e formol-zinco (mistura alcodlica),
solucao comercial da Thermo Scientific, cujos
ingredientes ativos sao: sulfato de zinco, formol,
metanol. Nao foi possivel obter as referéncias e
os lotes dos fixadores devido ao longo intervalo
decorrido entre a fixacao e a selecao da amostra.

Selecao das Coloracées

Neste estudo foram realizadas trés técnicas,
duas histoquimicas, o Chromotrope Aniline Blue
(CAB) e o Violeta de Cresil, e uma técnica
imunocitoquimica, a Sinaptofisina, aplicadas ao
tecido do cérebro fetal dos casos e controlos. Na
escolha das técnicas a utilizar, optou-se por
aquelas que identificavam as estruturas
principais do cérebro fetal e que sdao mais
utilizadas neste tipo de rotina. Realizaram-se
algumas laminas teste, com cortes de diferentes
espessuras (3 pm e 5 pym), tendo-se melhores
resultados com cortes de 5 pm, devido a melhor
visualizacdo da morfologia histologica e dos
cortes.

Colheita de Dados

Cada uma das laminas realizadas foi observada
ao microscopio otico composto e avaliada por
dois anatomopatologistas e um técnico de
anatomia patologica experiente, utilizando uma
tabela de avaliacao graduada (Tabela I),
elaborada e validada para o tipo de amostra e
técnicas executadas. Os parametros utilizados
foram a preservacao morfoldgica, a preservacao
do corte, a sensibilidade, a intensidade e a
marcacao inespecifica. Foi atribuido a cada
amostra um valor arbitrario de 0 a 4, onde 0
corresponde a inadequado para interpretacao e
4, excelente para interpretacao. Os avaliadores
nao sabiam em nenhum momento a que grupo
pertencia cada lamina.

Avaliacao Estatistica

O teste estatistico utilizado foi o Teste sobre
igualdade de valores esperados de populacdes
independentes com distribuicao arbitraria e
variancia desconhecida.



Preservacao Morfologica Preservacao do corte Sensibilidade Intensidade™ . Marcac:a-o
inespecifica
o = o . Presenca de
Auséncia de preservagao |Auséncia de preservacao marca’ 30
morfoldgica que invalida a | do corte que invalida a 0% de estruturas marcadas 1‘me5pec1'figca que
0 avaliagcao avaliacao Nula invalida a avaliacio
1% - 25% de estruturas marcadas
1 | s e Fraca | ----memeemeeeee-
. = ax = Presenca de
Auséncia de preservacao |Auséncia de preservacao MErcaco
morfologica que nao  |do corte que ndo invalida] 26% - 50% de estruturas marcadas inespecificagque .
2 invalida a avaliacao a avaliacao Moderada invalida a avaliacao
3 | s 51% - 90% de estruturas marcadas Forte
Auséncia de
Preservacao morfolégica Preservacao do corte - i marcacao
4 vac gi vac 90% - 100% de estruturas marcadas Muito forte inespecffica

a) Histoquimica: Afinidade Tintorial; Imunocitoquimica: Especificidade

Tabela | - Critérios de avaliacdo

RESULTADOS

Relativamente a coloracéo histoquimica CAB, o
formol apresenta uma média de 2,89 e o formol-
zinco 3,01 (Graficol). O valor-p éde 0,83.

Para a coloracéo histoquimica Violeta de Cresil,
o formol apresenta uma média de 3,4 e o formol-
zinco 3,63 (Graficol). O valor-p é de 1,00.

J& na marcacao imunocitoquimica da
Sinaptofisina, observa-se uma discrepancia nos
valores relativos ao formol e ao formol-zinco: o
formol apresenta uma média de 2,74 enquanto o
formol-zinco apresenta uma meédia de 3,32
(Grafico 1). Nos parametros de preservacao
morfoldgica, de preservacdao do corte e de
intensidade, tanto o formol quanto o formol-
zinco apresentam uma meédia acima de 3. Na
marcacao inespecifica, ambos tém uma média
de 4. Na sensibilidade ha uma diferenca entre os
dois fixadores: o formol apresenta uma média de
1,63, enquanto o formol-zinco apresenta uma
média de 3,13 (p=1,00). Os valores distintos do
formol-zinco estao de acordo com a literatura
sobre as vantagens da utilizacao do formol-zinco
como fixador para as técnicas de
imunocitoquimica [4,5,8-10].

mFormol

W Formol-zinco

CAB Violeta de Cresil

Sinaptofisina

Grafico | - Média total de cada coloragdo para cada fixador
(em Y valores de 0 a 4 de acordo com a Tabela I)

No geral, a média total das coloracdes,
relativamente ao formol, é de 3,01,
relativamente ao formol-zinco é de 3,32,
ligeiramente superior ao formol (Grafico Il).
Estes valores de p nao nos permitem aceitar nem
rejeitar que o formol-zinco é melhor que o
formol, uma vez que quanto mais perto de 0,1
for o valor p, maior € a evidéncia da hipotese, o
que nao se verifica com valores proximos de 1.

3,5

2,5

15

05

Formol Formol-zinco

Grafico Il - Média total de cada fixador
(em Y valores de 0 a 4 de acordo com a Tabela I)

DISCUSSAO

Neste estudo tentamos diminuir a subjetividade
com o recurso ao “estudo cego” e a utilizacao de
tabelas numéricas com os diferentes critérios a
avaliar.

As técnicas de coloracao utilizadas limitam-se as
carateristicas de cada coloracdo, ou seja, a
coloracao CAB é especifica para o colagénio e o
Violeta de Cresil, por sua vez, é especifico para
substancia de Nissl e neurofibrilas. Porém a
partir destes achados é possivel inferir que as
propriedades histoquimicas de outras coloracoes
apresentariam as mesmas alteracoes, ou
alteracbes semelhantes as encontradas neste
estudo.

Existiu dificuldade em encontrar o mesmo

11



numero de blocos fixados em formol e em
formol-zinco com maceracao ligeira, o que pode
ter influenciado ligeiramente os resultados (dois
casos com maceracao moderada no grupo fixado
com formol contra apenas um no grupo de
formol-zinco). Pelo mesmo motivo nao foi
possivel realizar uma generalizacdao dos
resultados obtidos, devido a n=20 ser um valor
baixo para calculos de aproximacao, quando o
ideal seria n>30.

Na imunomarcacao da Sinaptofisina observou-se
que a utilizacao do formol-zinco conduz a uma
melhoria de qualidade ao nivel visual,
principalmente, nos parametros de sensibilidade
e de intensidade, comparativamente a utilizacao
do formol a 10%. Este achado esta de acordo com
o descrito na literatura, de que a fixacao com
formol-zinco melhora as técnicas de
imunocitoquimica [4,5,8-10].

Nas coloracdes histoquimicas a melhoria de
qualidade com a utilizacao de formol-zinco em
relacdo a utilizacdo do formol nao é tao
significativa.

Os resultados obtidos sugerem que a fixagdo com
o formol-zinco nao altera as propriedades
tintoriais ou imunocitoquimicas das amostras,
sendo portanto tao bom quanto o formol a 10%
para o estudo microscopico deste material, mas
com a vantagem de facilitar o exame
macroscopico.
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Dako apresenta Instant Quality FISH

Quando se trata de diagnostico de cancro, o tempo é crucial

Tempo perdido € a causa de atraso na entrega de resultados. Técnicas longas e demoradas impedem
o médico de iniciar o tratamento dos seus pacientes. E sim, tempo também representa a eficiéncia
necessaria para gerir os procedimentos laboratoriais com sucesso.

Agora, uma nova tecnologia* da Dako mudara as regras do tempo
IQFISH pharmDx™ kits proporcionam a flexibilidade e controlo necessérios para planear o fluxo
de trabalho laboratorial duma forma mais eficiente e oferecer um servico melhor e mais rapido.

De mais de 17 horas para trés horas e trinta minutos

Cronograma de
procedimento IQFISH

Horas

Novo tampéao de
hibridizagao com 1 hora
de hibridizagao
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M Desparafinizagdo W Digestao ¥ Hibridizagao B Montagem
I Pré-tratamento por calor M Desnaturagio M Lavagem de estringéncia

O grafico ilustra a forma como o IQFISH, com apenas uma hora de hibridizagdo, reduz o tempo de teste de mais de 17 horas para apenas
trés horas e trinta minutaos. Isto permite novas possibilidades de eficiéncia laboratorial mantendo a elevada qualidade dos resultados.

Visite www.dako.com/igfish para mais informagdes

L
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Formalina ou Formol?
O termo mais correcto.
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Com a finalidade de visualizar microscopicamente células e tecidos no estado mais perto possivel do
estado in vivo, aquando a remocao dos espécimes biologicos de um organismo vivo, € realizada a etapa
de fixacao.

A fixacao realiza-se em Anatomia Patoldgica por varias razées, nomeadamente para impedir os
processos de autolise e putrefaccao, normais no estado post-mortem, preservando a amostra biologica.
Assim sendo, o fixador deve inibir biomoléculas, em especial, enzimas proteoliticas que digerem e
danificam as estruturas celulares. Para além desse facto, o fixador evita o fendmeno de putrefaccao,
pois apresenta toxicidade para os microorganismos mais comuns (bactérias, em particular), que podem
existir numa amostra de tecido ou que de outro modo poderiam colonizar o tecido.

0 formaldeido (HCHO) é um gas, constituido por pequenas moléculas que se dissolvem rapidamente na
agua, na qual ao se combinarem quimicamente formam o metil hidrato, HO-CH,-OH [1]. E nesta forma
que o formaldeido existe em solucao aquosa e a reactividade quimica é a mesma que a do formaldeido.
As moléculas de metil hidrato reagem umas com as outras e combinam-se formando polimeros. O
liquido conhecido como formalina possui cerca de 37-40% de formaldeido e 60-63% de agua, com a
maioria do formaldeido sob a forma de polimeros de baixa densidade e polimeros de elevada densidade,
0s quais sao insollveis, sendo comercializados sob a forma de sélido branco - o paraformaldeido
(Kiernan, 2000).

0 termo formalina refere-se a solucao que contém 37% - 40% de formaldeido em solucao aquosa. O
termo “formol”, encontrado em alguns livros e comumente utilizado nos laboratoérios de Anatomia
Patolodgica, é errado, uma vez que a terminacao -ol, sugere incorrectamente que o formaldeido € um
alcool [2].

Desta forma e face a esta informacao, deveriamos adoptar o termo cientifico “formalina” em
substituicdo a terminologia incorrecta, mas utilizada na giria dos laboratdrios de Anatomia Patologica,

“formol”, por forma a actualizar os nossos conhecimentos.
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Formalina ou Formol?
O termo mais correcto.
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Com o objetivo de simplificar a designacao de compostos quimicos a volta do Mundo, em 1919 foi criada,
em Genebra, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Trata-se de uma organizacao
nao-governamental (ONG) dedicada a Quimica, e é a autoridade que desenvolveu as regras para a
nomenclatura de compostos quimicos [1].

O formaldeido é o aldeido mais simples (HCHO) que se encontra no estado gasoso e é segundo a
nomenclatura IUPAC denominado Metanal, da combinacédo de Metano, devido ao nimero de carbonos da
estrutura, com o sufixo -al, devido ao grupo funcional principal, formilo (RCOH).

0 formaldeido, sendo um gas, € frequentemente vendido em solucao aquosa com o nome comum de
formol tamponado, um composto de 37-40% de formaldeido, agua, metanol (impede a precipitacao dos
polimeros) e sais.

Habitualmente nos laboratorios de Anatomia Patoldgica a solucéo utilizada como fixador é tamponada
de modo a reduzir o rendimento da reacao de hidratacao do metanal, que é sensivel a adicao de acidos
ou bases que mudam a polaridade da molécula, evitando a degradacao da solucéao fixadora ao longo do
tempo.

Mas afinal qual € a designacdo mais correta? Estudando os aldeidos em relacao a sua reatividade com
agua, depressa se chega a conclusao que estes sofrem reacoes de hidratacdo, com ou sem catalise. Ao
fazer-se reagir um aldeido com agua, o aldeido sofre uma reacao de adicdo onde o principal produto de
reacao € um hidrato (no caso do formaldeido, é o hidrato de formaldeido). Este hidrato é, nada mais
nada menos, que um gem-diol, ou seja um composto que apresenta dois grupos hidroxilo (-OH), grupo
este caracteristico de alcoois [2].

Olhando entao para os dois nomes em divida, o nome formol, ndo tem qualquer erro, pois apresenta o
prefixo -ol, prefixo usado nas regras de nomenclatura desenvolvidas pela IUPAC quando o grupo
funcional principal € um grupo hidroxilo (-OH).

O termo formalina, apesar de ser usado frequentemente, nao consta da lista de nhomenclaturas dos

produtos quimicos [3].
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RESUMO

A descalcificacdo é um processo longo que requer dias ou mesmo meses, no entanto, com o recurso a
microondas (MW), este processo pode ser diminuido. O principal objectivo desta investigacdo foi
diminuir a duracdo do processo de descalcificacdo recorrendo a utilizacdo de MW, mantendo a
qualidade morfoldgica do tecido. Efectuou-se a comparagao do método convencional com o protocolo
com recurso a MW. Foram testadas duas solucdes descalcificadoras, RDO e acido nitrico a 5%.

Testou-se a accédo destes descalcificadores em o0sso compacto e 0sso esponjoso de suino, uma vez que
estes se assemelham na sua constituicdo histolégica as amostras humanas. As amostras foram fixadas
em formalina tamponada a 10%, descalcificadas, processadas e incluidas em parafina. Foram
efectuados cortes em micrétomo de corredica e corados com Hematoxilina-Eosina.

As laminas histologicas obtidas foram avaliadas por 4 observadores independentes com recurso a uma
grelha de avaliacdo de acordo com os seguintes parametros: preservacao tecidular, intensidade de
coloracao e contraste. Os resultados obtidos demonstraram nao haver diferencas significativas entre os
protocolos em estudo, e que a utilizacao de MW acelera o processo de descalcificacao. Verificou-se que
a descalcificacao em MW de osso esponjoso com RDO (30,167) possui o score mais elevado e que o menor
score foi obtido na descalcificacao de rotina de osso compacto com RDO (6,750).

A descalcificacdo em MW permite a obtencao de laminas histoldgicas de qualidade comparavel as
obtidas com o método convencional e permite reduzir a duracao do processo de descalcificacao,
podendo ser aplicado a rotina do laboratorio de anatomia patologica.

PALAVRAS-CHAVE: Descalcificacao, Acido nitrico 5%, RDO, Microondas

INTRODUCAO

0 estudo do tecido 6sseo ou calcificado, através
da técnica de rotina histoldgica requer uma
etapa de descalcificacdo ap6s a fixacao, de modo
a que o calcio inorganico seja removido da matriz
organica de colagénio e, consequentemente, se
possam obter cortes destes tecidos [1, 2].

Um dos métodos de descalcificacdo consiste na
imersao dos fragmentos a descalcificar em
agentes quimicos acidos que se ligam aos ides
calcio, produzindo combinacdes sollveis na
agua, eliminadas pela lavagem e/ou
neutralizadas [3,5]. Segundo Bancroft & Gamble
(2008), a escolha do descalcificador é
influenciada por quatro factores: urgéncia do
caso, grau de mineralizacdo, extensao da
investigacao e técnicas de coloracado requeridas
[3]. Qualquer acido provoca alguns danos nos
tecidos, especialmente no que diz respeito a sua
coloracédo, especialmente a nivel de basofilia

nuclear. Este problema é tanto mais evidente
quanto mais fortes forem as solucdes acidas e
quanto maior a duracao da descalcificacao [3].

O RDO ¢ a solucdo comercializada mais difundida
actualmente. E utilizado sobretudo para
descalcificar pecas pequenas e bidpsias Osseas
[5]. Pequenos fragmentos o6sseos podem ser
descalcificados num periodo de 1 a 2 horas e
fragmentos de maiores dimensdes em cerca de 6
horas [11]. E rapido mas possui pouco poder de
penetracao [4].

O acido nitrico é considerado um acido forte,
sendo o mais utilizado nos processos de
descalcificacao. Tem excelentes resultados,
quer em rapidez, quer na conservacao tecidular
[5, 12, 13]. E utilizado sobretudo para
descalcificar pecas grandes, porque penetra bem
nos tecidos [5]. Amostras com cerca de 0,5mm de
espessura podem ser descalcificadas num
periodo de tempo entre 30 minutos a 2 horas,
enquanto que amostras muito espessas podem



requerer 6 horas ou mais, a temperatura
ambiente, até a sua completa descalcificacao
[13].

Os processos de descalcificacdo convencionais
sao morosos, podendo levar dias a meses [6].
Este intervalo de tempo pode ser decisivo, no
que diz respeito a morfologia do tecido e a sua
antigenicidade, e pode também ser o suficiente
para atrasar um relatorio clinico [1].

A utilizacao de MW para processos como a
descalcificacao ja foi introduzida ha alguns anos,
no entanto nao existe uma aplicacao
generalizada a rotina hospitalar [8]. Estudos
apoiam o facto de que a utilizacao de MW acelera
o processo de descalcificacao, sem que haja
comprometimento da estrutura tecidular. Além
do mais a utilizacdo deste método ndo diminui a
antigenicidade do tecido, nem impossibilita a
sua utilizacdo em técnicas de hibridizacao in situ
[1], porque as MW nao sao fortes o suficiente
para alterar ligacoes covalentes ou para quebrar
as pontes de hidrogénio, permanecendo a
arquitectura celular intacta [6, 9].

Tinling et al (2004), demonstraram que existe um
aumento da taxa de descalcificacdo devido a
exposicado constante a MW e que esta é
independente da temperatura. O mecanismo
pelo qual a energia de MW torna constante a taxa
de equilibrio é ainda indeterminado [7]. Estudos
sugerem que as MW induzem um aumento de
temperatura que é responsavel pelo aumento da
taxa de descalcificacdo, uma vez que ha um
aumento da difusao da solucao de
descalcificacdo no tecido. Outros estudos
defendem que a accao das MW nao é aumentar a
difusdao da solucao descalcificadora, mas sim
promover uma maior disposicao dos ides calcio
(Ca™) neste agente, devido ao campo
electromagnético formado [6].

Neste estudo foi entdo avaliada a possibilidade
de reduzir a duracdao do processo de
descalcificacdo com recurso a utilizacao de MW,
com o proposito de diminuir o periodo de tempo
necessario para a saida de um resultado clinico.
O principal objectivo desta investigacao foi
diminuir a duracdo do processo de
descalcificacao recorrendo a utilizacdo de MW,
mantendo a qualidade morfoldgica do tecido.
Para tal, efectuou-se a comparacao do método
convencional com o protocolo com recurso a MW,
utilizando como solucdes descalcificadoras o
RDO e o acido nitrico a 5%.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no laboratério de
Histopatologia do Hospital Egas Moniz (HEM) e na
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa
(ESTeSL) mediante um pedido prévio de
autorizacao, tendo em conta todas as
consideracoes ético-legais.

O material bioldgico utilizado consistiu em 36
amostras de origem suina e sem manifestacoes
patologicas.

Foram obtidas pecas oOsseas de tibia, peronio e
costelas de suino. As pecas foram cortadas na
porcao média com o auxilio de uma serra circular
vibratoria e de um torno, no HEM.

Foram colhidos 36 fragmentos: 12 fragmentos de
0sso compacto, da diafise de cada uma das trés
tibias (quatro fragmentos por peca), com
dimensodes de 3cm x 2cm x 0,4cm; 12 fragmentos
de osso esponjoso, da epifise de cada uma das
trés tibias (quatro fragmentos por peca), com
dimensdes de 3cm x 1,9cm x 0,3cm; 12
fragmentos de costela com dimensdes de 0,2cm x
1,5cm x 1cm e realizada a fixacao com formalina
a 10% tamponada.

As amostras foram transportadas até ao
laboratorio de histopatologia da ESTeSL, onde
foram entao separadas e colocadas em cassetes,
devidamente identificadas.

0 método descrito por Dimitrius Pitol et al (2007)
foi adaptado e utilizado para realizar a
calibracdo do forno MW através da utilizacao de
blocos solidificados de TBX/Agar/Giemsa 0,5%
[6] de forma a mapear os pontos quentes e a zona
friado MW.

Procedeu-se a descalcificacdo de rotina de
metade das amostras (n=18), tanto com RDO
(n=9) como com acido nitrico a 5% (n=9). Foi
estabelecido, a priori, um periodo maximo de 3
dias de descalcificacdo, no fim do qual as
amostras que nao estivessem descalcificadas nao
seriam avaliadas. Imergiram-se as cassetes em
300ml de solucao descalcificadora. A solucao foi
agitada duas vezes por dia. O controlo da
descalcificacao foi realizado, pelo mesmo
investigador, com o auxilio de um bisturi, de hora
a hora durante as primeiras 6 horas, apos as quais
foi feito de 24 em 24 horas.

A descalcificacao das amostras em MW (n=18),
em RDO e em acido nitrico a 5%, foi realizada
segundo o método proposto por Madden e Henson
[10]. Estabeleceu-se, a priori, um limite de 8
ciclos de irradiacao, ao fim dos quais as amostras
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que nao estivessem descalcificadas nao seriam
avaliadas. Pré aqueceu-se 300ml de
descalcificador (num recipiente de 600ml) a
800W durante 25 segundos. As cassetes com as
amostras foram colocadas num cesto de plastico
e mergulhadas na solucado descalcificadora
aquecida. Realizou-se agitacao vinte vezes com
agitador magnético. O recipiente contendo o
descalcificador foi introduzido num banho de
gelo, que ja se encontrava na zona fria do forno
MW, por forma a finalizar o processo de
descalcificacao. Do lado oposto colocou-se um
recipiente com 100ml de agua destilada e
irradiou-se a 200W durante 15 minutos (1°ciclo),
300W durante 15 minutos (2°ciclo), 400W
durante 10 minutos (3° ciclo) e 200W durante 10
minutos (4° ciclo). Finalmente, o recipiente foi
retirado do MW, mas como a descalcificacao nao
estava completa repetiu-se 0 4° ciclo (do 5° ao 8°
ciclos). O controlo da descalcificacao foi feito
com o auxilio de um bisturi no final de cada um
dos ciclos. No final de ambos os processos de
descalcificacao os fragmentos dentro das
cassetes foram lavados em agua corrente
durante 15 minutos.

O processamento foi realizado no processador
MICRON® e os blocos impregnados e incluidos em
parafina e cortados em micrétomo de corredica
Leica SM 2000 R a 3 pm. Os cortes obtidos foram
colocados em laminas devidamente
identificadas, codificadas numericamente, de
modo a nao influenciar a posterior avaliacao.
Todas as laminas foram coradas manualmente
com a coloracao de Hematoxilina-Eosina.

A avaliacao das laminas foi efectuada de forma
cega por 4 observadores independentes. Para
tal, utilizou-se uma grelha de avaliacao (escala

de 0-4 valores) com os seguintes parametros:
preservacao tecidular (arquitectura tecidular,
detalhe citoplasmatico, detalhe nuclear,
integridade da membrana citoplasmatica e
integridade da membrana nuclear); intensidade
de coloracao (capacidade de promover a
visualizacao das estruturas tecidulares de forma
evidente, de modo a perceber se ha perda das
capacidades tinturiais) e contraste (nucleo vs
citoplasma).

Atribuiram-se factores de ponderacdo da
seguinte forma: score final = 2x (preservacao
tecidular) + (intensidade de coloracao) +
(contraste), sendo que o score minimo = 0, o
score maximo = 48 e o score < 24 foi considerado
nao satisfatorio.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
estatistica através do Software Informatico SPSS
19.0 tendo sido aplicadas as seguintes medidas
estatisticas: Estatistica Descritiva, teste One-
Way-ANOVA e o teste post-hoc de Gabriel
Gabriel, mantendo-se um nivel de confianca de
95%. Foi aplicado o teste de Levene para verificar
a homogeneidade das variancias, necessario para
realizar o teste One-Way-ANOVA.

RESULTADOS

Verificou-se que os protocolos com recurso a MW
foram os que tiveram menor duracao, sendo o
mais rapido a descalcificacao de fragmentos de
0sso compacto e esponjoso com RDO com MW em
1,167 horas e o mais lento o protocolo
convencional com acido nitrico a 5% em osso
compacto com a duracao de 51 horas (Graficol).
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Legenda: O.E. RDO MW - descalcificacao em MW de osso esponjoso com RDO; C. RDO - descalcificacao de rotina de costela com RDO;
0.E. acido - descalcificacdo de rotina de osso esponjoso com acido nitrico 5%; O.E. RDO - descalcificacdo de rotina de osso esponjoso
com RDO; C. acido - descalcificacdo de rotina de costela com acido nitrico 5%; C. RDO MW - descalcificacao em MW de costela com RDO;
0.E. acido MW - descalcificacdo em de MW osso esponjoso com acido nitrico 5%; O.C. acido - descalcificacao de rotina de osso compacto
com acido nitrico 5%; 0.C. RDO - descalcificacao de rotina de osso compacto com RDO



Protocolos

Os resultados obtidos para os scores finais foram
classificados numa escala de 49 unidades
numeradas de 0 (minimo) a 48 (maximo).

O Grafico Il apresenta os valores médios dos
scores finais, verificando-se que a
descalcificacao em MW de osso esponjoso com
RDO (30,167) possui o score mais elevado e que o
menor score foi obtido na descalcificacao de
rotina de osso compacto com RDO com 6,750.
Foram ainda comparadas as médias dos scores
finais para o protocolo convencional e o
protocolo utilizando MW (Grafico Ill). Tendo em
conta os valores médios para cada tipo de
protocolo é possivel constatar que o protocolo de
rotina tem uma média final superior (27,42) a

meédia final do protocolo que utiliza MW (24,76).
O protocolo convencional apresentou resultados
com maior homogeneidade comparativamente
com os resultados do protocolo com MW, desvio
padrao = 0,74 vs 4.71, respectivamente. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os dois protocolos (p= 0,433>
p=0,05, teste t).

Tendo em conta os valores médios para cada tipo
de descalcificador é possivel constatar que o RDO
tem uma média final ligeiramente superior
(22,93) a média final do acido nitrico 5% (22,35),
como verificado no Grafico IV.
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Gradfico Il - Valores médios dos scores finais

Legenda: O.E. RDO MW - descalcificagdo em MW de osso esponjoso com RDO; C. RDO - descalcificacao de rotina de costela com RDO;
0.E. acido - descalcificacdo de rotina de osso esponjoso com acido nitrico 5%; O.E. RDO - descalcificacao de rotina de osso esponjoso
com RDO; C. acido - descalcificacdo de rotina de costela com acido nitrico 5%; C. RDO MW - descalcificagdo em MW de costela com RDO;
0.E. acido MW - descalcificacdo em de MW osso esponjoso com acido nitrico 5%; 0.C. acido - descalcificacéo de rotina de osso compacto
com &cido nitrico 5%; 0.C. RDO - descalcificacao de rotina de osso compacto com RDO
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Grafico lll - Valores médios finais dos protocolos utilizados
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Grafico IV - Valores médios finais dos descalcificadores utilizados
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O RDO apresentou uma maior dispersao de
resultados comparativamente com o acido
nitrico a 5%, desvio padrao = 9,46 vs 4,68,
respectivamente. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre
os dois agentes descalcificadores (p= 0,916>
p=0,05, teste t).

DISCUSSAO

Tendo em conta os resultados apresentados e o
estado de arte actual sobre esta tematica, pode
dizer-se que foi possivel diminuir a duracdo do
processo de descalcificacao de osso, utilizando-
se as MW. As amostras que seguiram este
protocolo obtiveram menores periodos de
descalcificacao (1,167 horas para costelas e osso
esponjoso em RDO e 1,25 horas para 0sso
esponjoso em acido nitrico a 5%).

E importante referir que as amostras
descalcificadas obtidas através do protocolo de
descalcificacao com uso de MW foram inferiores
(n=7) em nUmero as amostras descalcificadas
obtidas com o protocolo de descalcificacao de
rotina (n=13). Tal podera ficar a dever-se ao
numero de ciclos de irradiacdo em MW, que
apesar de corroborarem com o descrito na
literatura para a descalcificacao com RDO [14],
se mostraram insuficientes. Este facto podera
ser apoiado pela utilizacao de um tipo diferente
de RDO que o utilizado no protocolo descrito na
literatura - Full StrengthRDO [15, 16].

A utilizacdo de um banho de gelo para
arrefecimento da solucdao descalcificadora
podera ter influenciado o tempo de
descalcificacao, ja que este foi utilizado para
reduzir o aumento da temperatura gerado pelas
MW durante o processo [6]. Para alguns autores o
tempo de descalcificacao depende da
temperatura no MW, assim sendo, altas
temperaturas permitem uma descalcificacao
mais rapida pois o aumento da temperatura no
sistema acelera o processo de difusao [6, 8]. No
entanto, Kok & Boon (1990), postulam que o
aumento da taxa de difusdo deve-se a um
aumento na energia vibracional ou a uma
alteracao do estado de polarizacao da solucao
descalcificadora induzido pelas MW, mesmo na
auséncia de um aumento significativo da
temperatura [7].

De um modo geral a descalcificacao com RDO
obteve um valor médio ligeiramente superior ao
obtido com a utilizacao de acido nitrico a 5%,
apoiando o facto da qualidade da coloracao e dos
detalhes histologicos apo6s o seu uso ser
excelente [5], no entanto nao existiram
diferencas significativas, concluindo que os
resultados obtidos com o protocolo de rotina e o
protocolo realizado em MW sao idénticos.

Verificou-se ainda que a utilizacdo de MW nao
influencia a coloracao das laminas, uma vez que
os resultados obtidos com este método sao
comparaveis com os do método convencional.
Assim sendo, com a utilizacdo do MW nao ha
perda acentuada das afinidades tinturiais dos
tecidos. Este facto é justificado pela energia de
MW nao ser forte o suficiente para alterar
ligacdes covalentes ou para quebrar as pontes de
hidrogénio, logo a arquitectura celular
permanece intacta [9].

A descalcificacdo em MW é um método util que
podera ser aplicado aos laboratorios de anatomia
patologica como parte da técnica histologica ou
mesmo em laboratdrios de pesquisa, ja que este
método permite a obtencdo de resultados em
tudo comparaveis aos obtidos com o método
convencional, no que diz respeito a qualidade
final da lamina histologica.

Como estudos futuros, sugere-se a avaliacao da
influéncia do processo de descalcificacdo por MW
e aaplicacao de técnicas imunocitoquimicas.
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RESUMO

Sendo os tecidos e os seus constituintes celulares incolores torna-se necessario recorrer a técnicas que
permitam corar as diferentes estruturas. As coloracoes especiais permitem discriminar algumas delas,
assumindo extrema importancia na caracterizacdo de determinadas patologias, nomeadamente as
cardiovasculares. Nestas, sao indispensaveis coloracdes como a de Verhdeff, para demonstrar fibras
elasticas, e o Tricromio de Masson, para diferenciar musculo, colagénio e eritrocitos.

Foi assim estabelecido como objetivo deste trabalho otimizar um protocolo combinado das técnicas de
Verhéeff e Tricromio de Masson verificando a validade desta abordagem em patologias
cardiovasculares.

Ajustou-se um protocolo de coloracdo combinado de Verhoeff & Tricromio de Masson aplicado a cortes
histologicos correspondentes a placa de ateroma em aorta abdominal. Para controlo dos resultados
obtidos foram também efetuadas para a mesma placa de ateroma Hematoxilina-Eosina, Verhdeff,
Tricromio de Masson e imunomarcacao com o anticorpo anti-Actina do musculo liso. As laminas
resultantes da afericao do protocolo foram observadas de forma independente por duas patologistas.
Esta coloracao combinada permite a caracterizacao simultanea de fibras elasticas, mUsculo, colagénio
e eritrocitos, surgindo como uma ferramenta valiosa no estudo de patologias cardiovasculares. Trata-
se, pois, de um método mais rapido e menos oneroso do que o Verhéeff e o Tricromio de Masson em
separado, acrescendo a possibilidade de rentabilizar amostras tecidulares de pequenas dimensdes, uma
vez que se realizam as duas técnicas no mesmo corte histoldgico. E também possivel a visualizacdo de
miofibroblastos sem recurso a Imunohistoquimica e como permite a distincdo dos componentes
tecidulares com 6timo contraste, é excelente para Histomorfometria.

PALAVRAS-CHAVE: Verhoeff, Tricromio de Masson, Histoquimica, Patologia cardiovascular;
Histomorfometria

INTRODUCAO

Os tecidos e os seus constituintes sao incolores,
sendo necessario recorrer a técnicas, como as
“coloragdes especiais”, que permitam corar e
discriminar as diferentes estruturas celulares
[1]. Estas técnicas assumem extrema
importancia na caracterizacdo de patologias,
nomeadamente as cardiovasculares, sendo de
destacar para estas a técnica de Verhdeff para
evidenciar fibras elasticas, e o Tricromio de
Masson para diferenciar musculo, colagénio e
eritrocitos [2].

Verhoeff

As fibras elasticas sao coradas tanto por corantes
acidos como basicos, sendo inimeras as técnicas
disponiveis para a sua demonstracao. O Verhoeff
€ o método mais utilizado [1, 3].

A solucdo de Verhdeff é composta por
Hematoxilina, Cloreto de Ferro e lodina. Sendo
as fibras elasticas fortemente interligadas por
pontes dissulfito, apos um tratamento oxidativo
pela lodina, estas sao convertidas em derivados
anionicos de acido sulfonico, extremamente
basofilicos e capazes de reagir com corantes
basicos como a Hematoxilina. Concentracoes
elevadas de eletrolitos na solucdo corante
potenciam a reacao e inibem a ligacao do
corante a cromatina e ao RNAribossomal [3].

Esta técnica pode ser combinada com uma
simples coloracao de contraste, ou com uma
coloracdo tricromica para tecido conjuntivo,
sendo habitualmente utilizada a Picrofucsina de
Van-Gieson [1]. A técnica de Verhoeff pode, no
entanto, ser contrastada por uma modificacao do
Tricromio de Masson. A combinacdo das duas
técnicas faculta informacao e detalhes
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importantes sobre a constituicao dos tecidos,
surgindo como uma ferramenta valiosa no estudo
de varias patologias, nomeadamente patologia
cardiovascular, em biopsias e pecas cirurgicas ou
em material de autopsia [4, 5].

Tricromio de Masson

Muitas técnicas disponiveis para a caracterizacao
diferencial do tecido conjuntivo designam-se por
Coloracoes Tricromicas, sendo usadas para
diferenciar fibras de colagénio e fibras
musculares [3]. O método mais utilizado é o
Tricromio de Masson que tem por base a
utilizacdo de corantes em solucdes acidas e
envolve: coloracdao dos nlcleos com
Hematoxilina, coloracao dos citoplasmas com
corante vermelho, diferenciacdo com acido
fosfotlngstico ou fosfomolibdico e coloracao das
fibras de colagénio com verde ou azul [1].

O principio da coloracao diferencial destas
estruturas deve-se a formacao, apos a fixacao,
de redes proteicas tridimensionais insolUveis,
com diferentes caracteristicas: os eritrdcitos
possuem uma rede densa apenas com poros
pequenos, enquanto as fibras musculares
formam uma estrutura mais aberta com poros
maiores; ja o colagénio mostra a rede menos
densa. Estas estruturas estao diretamente
relacionadas com as reacdes dos corantes com os
tecidos, uma vez que moléculas corantes com
“baixo” peso molecular penetram e coram
qualquer uma das trés estruturas; moléculas de
peso “intermédio” penetram no muisculo e no
colagénio; e as moléculas com “maior” peso
apenas coram o colagénio, deixando o mulsculo e
os eritrocitos por corar. Regra geral, sempre que
moléculas corantes com pesos moleculares
diferentes possuam dimensoes que lhes
permitam, a ambas, penetrar a mesma
estrutura, prevalece a molécula de peso superior
[3].

A fixacdo em Formaldeido, utilizada na rotina,
nao produz bons resultados com o Tricromio de
Masson sendo que, o tratamento dos tecidos com
Acido Picrico permite melhorar a intensidade e o
brilho da coloracao [3].

Objetivo

Com base nestes principios, foi definido como
objetivo otimizar um protocolo combinado das
técnicas de Verhoeff e Tricromio de Masson
verificando a validade desta abordagem em
patologias cardiovasculares.

MATERIAL E METODOS

Tendo por base os principios desta metodologia

combinada descrita na literatura e os protocolos
a uso nos Servicos de Anatomia Patologica dos
Hospitais de Santa Cruz e de Egas Moniz,
circunscrito aos reagentes disponiveis no Servico
de Anatomia Patoldgica do Hospital de Santa
Cruz, foram elaborados possiveis protocolos
combinados de Verhoeff e Tricromio de Masson.
Algumas das variaveis testadas foram: 1) a ordem
de execucao das técnicas, 2) o tratamento do
corte com Acido Picrico (quer entre as duas
técnicas quer antes de ambas) e 3) a duracao dos
diferentes passos.

Estes foram aplicados a cortes histologicos
correspondentes a placa de ateroma em aorta
abdominal humana fixada em Formol tamponado
a 10% e impregnada em Parafina, num total de 29
laminas. Para controlo da intensidade e
especificidade da coloracao combinada foram
também efetuadas, para a mesma placa de
ateroma, as seguintes técnicas: Hematoxilina-
Eosina (H&E), Verhoeff, Tricrbmio de Masson e
imunomarcacao com o anticorpo monoclonal de
ratinho anti-Actina do musculo liso, clone 1A4
(Dako) diluido a 1:300 em TBS, por método de
polimero indireto (Dako REAL™ EnVision™
Detection System, Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse) em aparelho automatico
Techmate Horizon (Dako). As laminas obtidas
foram observadas ao microscopio 6tico (de forma
independente) por duas patologistas e avaliadas
qualitativamente para os seguintes parametros:

e Intensidade: Auséncia de coloracao
(classificacao inferior), Coloracdo muito fraca,
Coloracao fraca, Coloracao moderada,
Coloracao intensa, Coloracdo muito intensa
(classificacao superior);

e Especificidade: Sem estruturas
coradas (classificacao inferior), Apenas
estruturas inespecificas coradas, Estruturas
especificas e inespecificas coradas, Apenas
estruturas especificas coradas (classificacao
superior).

RESULTADOS

Verificou-se que quando a técnica do Tricrémio
de Masson é executada antes da técnica de
Verhdeff apenas permanecem marcadas as fibras
elasticas, sendo as restantes estruturas
descoradas com a aplicacdo da solucao de
Verhéeff. No entanto, quando a técnica de
Verhdeff é executada em primeiro lugar observa-
se a marcacao de todas as estruturas
pretendidas.

Relativamente ao tratamento dos cortes com
Acido Picrico, este nao se apresentou uma mais-
valia, uma vez que interferiu com a marcacao das
fibras elasticas.



Foi assim eleito o protocolo patente na Tabela |
por se tratar do Unico cuja respetiva lamina
obteve, com unanimidade, a classificacao
superior para ambos os parametros. Por outras
palavras, a Unica que apresentou coloracao
muito intensa e tendo apenas as estruturas
especificas coradas.

Antes de serem corados com o protocolo
combinado eleito, apenas se conseguem
distinguir nos cortes as fibras elasticas, devido a
sua refringéncia (Figura 1A). Apos a incubacao
com a solucao de Verhdeff observam-se as fibras
elasticas a negro (Figura 1B), apresentando o
restante tecido uma coloracao pouco
discriminativa. Depois de aplicada a solucao de
Fucsina-Orange, o tecido exibe uma tonalidade
rosa, exceto as fibras elasticas que permanecem
a negro (Figura 1C). A diferenciacdo com Acido
Fosfotingstico permite descorar o colagénio,
mantendo o musculo corado (Figura 1D) e, por
Gltimo, o contraste com Verde Luz cora o
colagénio de verde, atribuindo um tom violeta ao
musculo e mantendo as fibras elasticas a negro
(Figura2).

Assim, este protocolo combinado cora as fibras
elasticas e os nucleos de preto, as fibras
musculares e o citoplasma de violeta, o
colagénio de verde, e os eritrdcitos de vermelho
(Figura 2A). Além disso, é também possivel
demonstrar calcificacoes que coram de azul-
escuro (Figura 2B).

Comparando este método (Figura 3A) com as
coloracdes utilizadas em rotina, a H&E nao
permite discriminar as 3 estruturas (Figura 3B), o
Verhdeff permite a demonstracao das fibras
elasticas e uma fraca evidenciacdo das fibras
musculares e das fibras de colagénio (Figura 3C)
e com o Tricromio de Masson apenas se observam
as fibras musculares e as fibras de colagénio
(Figura 3D).

A componente do Tricromio de Masson confere a
técnica combinada capacidade para,
igualmente, identificar miofibroblastos (Figura
4A), que sao células com propriedades
contracteis por co-diferenciacdo muscular, cuja
avaliacdo ¢é importante nos casos de
aterosclerose. Na H&E (Figura 4B) e no Verhoeff
(Figura 4C), estas nao se encontram
evidenciadas. Aimunomarcacao para o anticorpo
anti-Actina do musculo liso permite confirmar
que as células identificadas correspondem de
facto a miofibroblastos (Figura 4D).

1. Desparafinar e hidratar até a agua
2. Incubar com a solugéo de Verhéeff 20 min.
3. Lavar em agua corrente
4. Diferenciar com Cloreto de Ferro aquoso a 2%

(até permanecerem apenas coradas as fibras elasticas)
5. Lavar em agua corrente
6. Colocar em Etanol a 95% 5 min.
7. Lavar com agua destilada
8. Corar com solugéo de Fucsina-Orange 10 min.
9. Lavar com agua destilada
10. Diferenciar com Acido Fosfottngstico a 1% 5 min.
1. Lavar com agua destilada
12. Contrastar com Verde Luz 7 min.
13. Lavar com agua destilada
14. Diferenciar com Acido Acético a 1% 3 seg.
15. Desidratar, clarificar e montar

Nota: Todas as solugdes utilizadas foram preparadas pelos autores com reagentes Merck.

- A Solugado de Verhdeff (preparada extemporaneamente) é composta por 10mL de
Hematoxilina a 5% em Etanol Absoluto, 4mL de Cloreto de Ferro aquoso a 10% e 4mL de
Idodina Forte (2g lodina re-sublimada, 4g de lodeto de Potassio, 100mL Agua destilada)

- A Solugdo de Fucsina-Orange é composta por 1g de Fucsina Acida, 0.4g de Orange G,
1mL de Acido Acético e 300 mL de Agua destilada

- O Verde Luz é composto por 2g de Light Green Yellow em 100mL de Acido Acético a 1%

Tabela I - Protocolo combinado Verhéeff & Tricromio de Masson.

Figura 1 - Sequéncia da coloragcdo com o protocolo
combinado Verhéeff-Tricromio de Masson.

A- Corte descorado.

B- Incubagao com solugao de Verhoeff.

C- Incubagdo com solugdo de Fucsina-Orange.

D- Diferenciag¢do com Acido Fosfotlngstico.
(Verhoeff-Tricrémio de Masson, 400x)

com a técnica combinada.

A- Artéria muscular para-aértica e tecido conjuntivo envolvente
(Verhoeff-Tricromio de Masson, 400x).

B- Calcificagdo (Verhoeff-Tricromio de Masson, 200x).
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Figura 3 - Parede da artéria corada com diferentes técnicas.
A- Verhoeff-Tricromio de Masson.

B- Hematoxilina-Eosina.

C- Verhoeff.

D- Tricromio de Masson. (400x)

Figura 4 - Miofibroblastos da placa de ateroma
com diferentes técnicas para comparagao.

A- Verhoeff-Tricromio de Masson.

B- Hematoxilina-Eosina.

C- Verhoeff.

D- Imunomarcagdo anti-Actina do misculo liso,
clone 1A4 (Dako). (400x)

DISCUSSAO

A bibliografia existente acerca deste método
combinado é escassa e nao foi possivel aos
autores acederem a um protocolo previamente
testado. Como tal, tendo por base os principios
de coloracdo de ambas as técnicas, os autores
otimizaram o seu proprio protocolo.

Este assume extrema importancia em patologias
cardiovasculares, nomeadamente em placas de
ateroma, para avaliacao da espessura da intima,
caracterizacao mais detalhada do tipo e
constituicao da placa (ateroma/fibroateroma),
bem como a sua antiguidade, incluindo ainda a
identificacao de miofibroblastos, aneurismas
para avaliacdo da perda de elastina, disseccoes

da aorta, cardiomiopatias, patologia valvular; e
sindrome de Marfan [2, 6].

Um aspeto importante desta técnica combinada
consiste no facto do seu 6timo contraste de cores
poder ser mais adequado para analise
histomorfométrica, nomeadamente, na
determinacédo da espessura da intima e do racio
das camadas intima/média com menor margem
de erro nas leituras, do que a técnica de Verhdeff
contrastada com a solucao de Picrofucsina de
Van-Gieson [7-12].

Assim, concluiu-se que:

1. Foi possivel otimizar um protocolo
combinado das técnicas de Verhoeff e de
Tricromio de Masson que demonstrasse
simultaneamente fibras elasticas, musculares e
de colagénio com 6timo contraste, sendo mais
vantajoso que a técnica do Verhdeff utilizada
isoladamente;

2. Com este método € possivel a
visualizacao de miofibroblastos sem recurso a
técnicas imunocitoquimicas;

3. Rentabilizam-se amostras de
pequenas dimensdes, como no caso de bidpsias
de transplante (material diminuto que deve ser
cortado a varios niveis e dos quais se passariam
apenas a fazer duas laminas: H&E e técnica
combinada de Verhdeff & Tricromio de Masson);

4. E um método mais rapido e menos
oneroso que as duas técnicas em separado, visto
apenas se realizar uma lamina por caso, bem
como, suprimir a utilizacao de alguns reagentes
(solucao de Van-Gieson de contraste na técnica
de Verhoeff e Hematoxilina de Weigert para
coloracao dos nlcleos no Tricromio de Masson).
Afigura-se-nos, pois, tratar-se de uma
otimizacdo de técnicas de Histoquimica com
aplicacdo pratica, bons resultados e vantagens
economicas.
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RESUMO

Autilizacao de testes de controlo para a presenca de fungos em material histologico € condicionada pelo
acesso a material proveniente de doentes com infeccoes fungicas. De modo a obter material micotico
para controlo positivo em técnicas histoquimicas, descreve-se um método de obtencao de fungos a

partir de bolor do pao.

A preparacao dos controlos positivos de bolor realizou-se mediante as metodologias de Cell block e de
HistoGel™, tendo as amostras sido processadas na rotina habitual de um laboratério de Anatomia

Patologica.

Apods a realizacdo da técnica de Grocott constatou-se que as amostras processadas por HistoGel™
mostraram maior concentracao de fungos. Nao obstante, os dois métodos utilizados cumpriram
satisfatoriamente os requisitos exigidos a partida, tendo-se mostrado econémicos, de facil obtencao e
seguros, podendo ser Uteis na obtencao de fungos para controlos positivos em técnicas histoquimicas.

PALAVRAS CHAVE: Fungos, Grocott, Testes controlo, Histoquimica, HistoGel™, Cell block

INTRODUCAO

A cultura de fungos apresenta-se actualmente
como o “gold standard” do diagndstico das
infeccoes causadas por este patogénio,
permitindo uma caracterizacdo genotipica
rigorosa da sua espécie e consequente
identificacdo de uma linha terapéutica adequada
[1-3], o que é importante sobretudo numa altura
em que se observa o aumento da resisténcia a
anti-fungicos [4]. Nao obstante, as técnicas de
deteccdo de fungos em amostras citologicas e
seccOes histologicas sdo utilizadas com
frequéncia como uma primeira linha de
diagnostico, uma vez que possibilitam a
obtencao de resultados rapidos e fiaveis sobre a
existéncia de infeccdo flngica, permitindo
orientar o tratamento de forma correcta e
atempada.

Como nem todos os fungos sdo detectaveis pela
coloracao de Hematoxilina e Eosina,
especialmente quando presentes em pequenas
quantidades, realizam-se coloracoes
histoquimicas que permitam a visualizacao do
microorganismo e ocasionalmente permitam a

identificacdo com base em caracteristicas
morfoldgicas [5,6]. As coloracoes Periodic Acid
Schiff e Grocott sao provavelmente as mais
usadas ja que virtualmente permitem a deteccao
de todos os fungos [6]. Contudo, a utilizacao
destas técnicas é limitada pela disponibilidade
de material histolégico que possa ser utilizado
como controlo positivo, de forma a garantir a
fiabilidade dos resultados [7].

A obtencdo deste material € muitas vezes
condicionada pela disponibilidade de doentes
humanos com infeccdes fungicas ou por
restricbes éticas ao uso de material sem
autorizacado prévia e consentimento informado
dos mesmos. Idealmente, o laboratorio deveria
dispor de um meio de acesso facilitado a
amostras biologicas de fungos.

No presente trabalho foram seleccionados dois
métodos para processamento das amostras, o
Cell block (Thermo Scientific Shandon Cytoblock
Cell block) e o HistoGel™ (Thermo Scientific
Richard-Allan Scientific HistoGel™) que sdo os
procedimentos mais utilizados em laboratorios
de Anatomia Patologica para processamento e
inclusdo de material citologico.



Apesar de o Cell block ser o método mais
utilizado na pratica laboratorial, o HistoGel™
tem vindo a ser testado como melhor alternativa
essencialmente devido a dois aspectos: nao
requer fixacao livre de fosfatos, e permite obter
uma maior concentracao de material com boa
morfologia histologica.

Pretende-se assim com este trabalho conseguir
um método de obtencao de fungos e consequente
processamento histologico desse material, que
permita a sua utilizacao regular como controlo
positivo na deteccao de fungos por coloracoes
histoquimicas.

MATERIAL E METODOS

Foram extraidos fungos de material em
decomposicao, obedecendo aos seguintes
critérios: ser um método barato e de facil acesso,
sem implicacoes ético-legais, e que nao
constitua um perigo para a saide humana.

A colheita de fungos fez-se por raspagem de pao
em decomposicao (Figura 1), numa hotte, para
um tubo tipo falcon com agua destilada. Em
seguida procedeu-se a sua centrifugacao durante
5 minutos a 1000 rpm (é possivel colher
directamente material micotico e nao recorrer a
centrifugacao). Parte do material foi processado
em Cell block (Thermo Scientific Shandon
Cytoblock Cell block) e parte em HistoGel™
(Thermo Scientific Richard-Allan Scientific
HistoGel™).

Para o Cell block decantou-se a agua e colocou-se
formol a 10% (livre de fosfatos). Procedeu-se a
uma nova centrifugacao durante 5 minutos a
2800 rpm tendo-se realizado o protocolo
recomendado pelo fabricante. Processou-se no
processador automatico de tecidos Shandon
Pathcentre, a partir do alcool a 70% (Figura 2).
Para o HistoGel™ decantou-se a agua e colocou-
se formol tamponado a 10%. Centrifugou-se a
amostra e adicionou-se ao pellet obtido
HistoGel™ liquefeito (no microondas a 540W
durante 40 segundos). Homogeneizou-se e
centrifugou-se a 4000 rpm durante 1 minuto.
Colocou-se no congelador durante 3 minutos
para solidificacao. Desenformou-se o pellet do
tubo de centrifuga obtendo-se um cone que se
seccionou longitudinalmente pelo vértice e que
foi colocado numa cassete histologica e
processado no programa de bidpsias habitual do
laboratorio (Figura 3).

Nos blocos obtidos realizaram-se cortes
histoldgicos com 3 pm de espessura e colocaram-
se em laminas Superfrost™ , tendo em seguida
sido corados seguindo a técnica de Grocott [7].
Foi utilizado um controlo positivo de pulmao

infectado com fungos (Aspergillus fumigatus-
Figura4A).

Figura 1 - Obtencdo de bolor a partir de pdo.

Figura 3 - Fungos do pdo pela metodologia HistoGel™

RESULTADOS

Verificou-se que € possivel a deteccao
histoquimica de fungos tanto em laminas
provenientes de Cell block (Figura 4B e 4C) como
de HistoGel™ (Figura 4D e 4E) com a técnica de
Grocott. O método de HistoGel™ apresenta
contudo, maior concentracao de fungos nas
amostras processadas e nao necessita de fixacao
livre de fosfatos, o que facilita a sua
implementacao, nao havendo necessidade de
mudar métodos estabelecidos, ou utilizar
reagentes diferentes dos habituais na rotina
laboratorial.
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Figura 4A- Controlo positivo, pulmao,
Aspergiloma, Grocott (400x)

Ly AT e

Figura 4E - Fungos do pdo, HistoGel™, Grocott (1000x)

DISCUSSAO

Tendo em conta a elevada densidade de fungos
obtida pela raspagem do pao, a escolha do
método poderd depender dos recursos do
laboratorio e das preferéncias dos utilizadores,
ja que tanto o Cell block como o HistoGel™ foram
considerados satisfatorios, sem dificuldades de
utilizacao ou de manipulacao.

Comprovamos que os métodos utilizados
cumpriram satisfatoriamente os requisitos
exigidos a partida, sendo de baixo custo, facil
obtencdo e seguros. Realizaram-se técnicas
simples, que utilizam materiais de uso corrente
em laboratorios de Anatomia Patoldgica, e que
permitem a identificacao das estruturas
micoticas sem a necessidade de alteracdo de
qualquer protocolo ja estabelecido na rotina
laboratorial.

Conclui-se que os métodos testados podem ser
Uteis na obtencao de fungos para controlos
positivos em técnicas histoquimicas e que tém
aplicacdo num laboratério de Anatomia
Patologica. Os autores consideram ainda que a

utilizacao de HistoGel™ é mais vantajosa para o
processamento histoldgico de material micotico

para realizacao da técnica de Grocott.
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RESUMO

A membrana basal, camada glicoproteica, constitui o suporte fisico dos epitélios. Alteracdes nas
estruturas e funcao das membranas basais sao observadas em varias patologias, nomeadamente, nas
sindromes renais. A técnica de prata-metenamina, especifica para marcacao de membranas basais,
contribui para o diagndstico de patologias, principalmente da glomerulonefrite membranosa,
glomerulonefrite membranoproliferativa ou diabetes, onde este folheto da matriz extracelular pode
aparecer mais espessado.

0 tempo do diagnostico € um fator importante nao sé para o paciente que se encontra dependente do
diagndstico, como para medir a eficacia do laboratorio de anatomia patoldgica. Assim, o
desenvolvimento de técnicas que diminuam os tempos de procedimento sem comprometer os
resultados € um dos caminhos a seguir para melhorar a resposta as patologias e necessidades dos
pacientes. Neste trabalho aperfeicoamos a técnica de coloracao de prata-metenamina com o objetivo
de reduzir o tempo de execucao permitindo uma resposta mais rapida as necessidades dos pacientes.
Neste sentido, foram aplicados em cortes de rim e pulmao de ratinho dois protocolos alternativos ao
protocolo standard de prata-metenamina, nos quais a incubacao na estufa foi substituida por uma
incubacao em banho-maria e no micro-ondas, respetivamente. Além disso, a concentracao de alguns
reagentes foi também modificada. O protocolo alternativo da coloracao de prata-metenamina em
banho-maria revelou excelentes resultados, uma vez que as imagens observadas foram semelhantes as
obtidas com o protocolo standard, mas com uma reducao bastante significativa do tempo de execucao
da técnica.

PALAVRAS-CHAVE: Glicoproteinas, Coloracao de prata-metenamina, Lamina basal, Epitélio

INTRODUCAO

As membranas basais sao encontradas em todos
os tecidos do corpo humano como uma matriz
flexivel, separando células epiteliais,
endoteliais ou mesoteliais dos tecidos
conjuntivos, das células musculares ou de
células do tecido nervoso, sendo a sua principal
funcdo o suporte fisico dos epitélios. A
membrana basal ndo é homogénea, estando
dividida em trés camadas: lamina rara, lamina
densa e lamina reticular, em que o conjunto da
lamina rara e lamina densa constituem a lamina
basal [1]. A lamina rara é composta por
glicoproteinas complexas e encontra-se
adjacente a base das células epiteliais, sendo a
sua adesdo estabelecida pela existéncia de

integrinas. A lamina densa é composta por uma
rede de microfibrilhas, predominando o
colagénio tipo IV associado a grande quantidade
de glicoproteinas, nomeadamente de laminina e
fibronectina, e de pequenas quantidades de
proteoglicanos ricos em sulfato de heparano. A
lamina reticular é vista como uma rede de
elementos fibrosos, nomeadamente de fibras
reticulares ou colagénio tipo Il associadas a
proteinas e glicoproteinas, continua com as
fibras subjacentes ativas do tecido conjuntivo
[2,3].

Alteracdes nas estruturas e funcao das
membranas basais sdao observadas em varias
patologias, nomeadamente nas sindromes
renais. A espessura da membrana basal varia
consoante o tecido, embora apresente



normalmente entre 15 e 50 nm. A membrana
basal glomerular (MBG) ¢é particularmente
espessa num adulto saudavel, podendo
apresentar até 350 nm. Em casos de nefropatia
membranosa ou diabetes, as membranas basais
dos glomérulos sao ainda mais evidentes, dada a
sua maior espessura. Para uma analise mais
correta destas estruturas, existem varias
técnicas histoquimicas especificas disponiveis
[2].

A coloracdo é uma etapa fundamental em
histologia, uma vez que os tecidos necessitam de
diferenciacdao otica. Com a coloracao de
hematoxilina-eosina (HE), a maioria dos cortes
histologicos apresenta pouco contraste para as
membranas basais tornando dificil o diagnostico
de patologias que tenham estas estruturas como
referéncia. Dado o seu conteldo rico em
hidratos de carbono, as membranas sao
fortemente positivas para a técnica de prata-
metenamina. Esta técnica permite demonstrar
os polissacarideos da membrana basal bem como
da parede celular microbiana [4].

A técnica de prata-metenamina evidencia a
membrana basal, tornando possivel a
visualizacao de alteracdes na sua estrutura e
funcao [4]. Pela observacao em microscopia
otica de cortes histoldgicos renais de pacientes
com glomerulonefrite membranoproliferativa
(GNMP) ou glomerulonefrite membranosa
(GNM), verifica-se que a alteracdao das
membranas basais em espessura é similar em
ambas as patologias, embora nos cortes com
GNMP também se verifique proliferacdo das
células glomerulares [2].

0 tempo do diagnostico é um fator importante
ndo so para revelar o estado do doente, mas
também para traduzir a eficacia do laboratério
de anatomia patolodgica onde se processam as
amostras que irao permitir esse mesmo
diagnostico. Assim, o desenvolvimento de
técnicas que diminuam os tempos de coloracdo
sem comprometer a credibilidade dos resultados
€ um dos objetivos prementes para melhorar os
tempos de resposta a patologia [5].

A técnica de prata-metenamina consiste numa
reacao de reducao da prata pelos constituintes
das membranas basais, depois da oxidacao dos
grupos 1,2-glicol, pelo acido periodico, levando
a producao de aldeidos. Estes aldeidos reduzem
os ides de prata a prata metalica, tornando-a
visivel. A viragem é feita com cloreto de ouro e a
prata nao reduzida é removida com hipossulfito
de sodio. Deste modo, é produzido um
precipitado de prata nas membranas basais
[4,6].

Tendo em conta os conhecimentos expostos,
este trabalho teve como objetivo aperfeicoar a

técnica de prata-metenamina com o intuito de
reduzir o tempo de execucdo e assim permitir
uma resposta mais rapida em patologias
especificas com vantagens para os doentes.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado nos laboratorios
de Anatomia Patologica do Instituto Politécnico
de Saude do Norte.

Amostragem e Processamento dos Tecidos

O material biologico consistiu em amostras de
rim e pulmao de ratinho processadas para
obtencdo de cortes histologicos. As amostras
foram fixadas em formol tamponado a 10%
durante 48 h e submetidas a um processamento
automatico, consistindo numa desidratacdo em
série crescente de alcoois seguida de uma
diafanizacao em xilol, terminando numa
impregnacao dos tecidos em parafina.

De cada bloco foram realizados seis cortes de 4
pm, dois para aplicacao do protocolo standard
de prata-metenamina [5,7] e quatro para
aplicacao do protocolo alternativo (dois cortes
em que se utilizou o banho-maria e nos outros
dois o micro-ondas [4]).

Coloracao Standard de Prata-Metenamina

Os cortes foram submetidos a acido periodico a
0,5% durante 15 minutos. Seguiu-se uma
incubacao com solucao prata-metenamina
durante 90 minutos, numa estufa a 60°C. A
solucao de prata-metenamina foi preparada
imediatamente antes da sua utilizacao, a partir
de uma solucao stock de prata-metenamina com
10% de solucao de borato de sodio a 5% (a solucao
stock tinha a seguinte composicao: metenamina
a 3% com 4,8% de nitrato de prata a 5%.) Apos a
incubacao adicionou-se cloreto de ouro a 0,2%
durante 20 minutos, periodo em que ocorreu a
viragem de castanho a negro. Os cortes foram
entao incubados em hipossulfito de sodio a 3%
durante 2 minutos. Por Gltimo, os cortes foram
contrastados com vermelho nuclear durante 3
minutos. Entre cada um dos passos da técnica foi
efetuada uma lavagem em agua destilada. A
coloracao standard de prata-metenamina tem a
duracao de aproximadamente 2 horas e 10
minutos [5,7].

Coloragcédo Alternativa de Prata-Metenamina
em Banho-maria

Os cortes foram submetidos a acido periddico a
2% durante 5 minutos e incubados em solucao de
prata-metenamina (descrita anteriormente)
num banho-maria a 80°C, durante 30 minutos.
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Ap0s a incubacao adicionou-se cloreto de ouro a
1% durante 1 minuto, verificando-se a viragem.
Incubou-se em hipossulfito de sédio a 3% durante
2 minutos e finalmente contrastou-se com
eosina durante 3 minutos. Entre cada passo da
técnica foi efetuada uma lavagem em agua
destilada. Esta coloracao alternativa de prata-
metenamina tem a duracao de
aproximadamente 41 minutos.

Coloracdo Alternativa de Prata-Metenamina
por Micro-ondas

Os cortes foram submetidos a acido periédico a
2% durante 5 minutos e incubados em solucao de
prata-metenamina colocando-os num micro-
ondas a 450W durante 4 minutos. Apds a
incubacao adicionou-se cloreto de ouro a 1%
durante 1 minuto, de forma a ocorrer a viragem.
Incubou-se em hipossulfito de sodio a 3% durante
2 minutos e finalmente contrastou-se com
eosina durante 3 minutos. Entre cada passo da
técnica foi efetuada uma lavagem em agua
destilada. Esta coloracao alternativa de prata-
metenamina por micro-ondas tem a duracao de
aproximadamente 15 minutos [4].

Montagem e Observacao

ApOs a aplicacao das varias técnicas de coloracao
descritas, os cortes foram montados com
Entellan®, observados e fotografados num
microscopio oOtico Zeiss A1 com uma camara
fotografica AxioCam [C3 acoplada ao
microscopio.

RESULTADOS

Pela observacao dos cortes histologicos de rim
submetidos aos protocolos aplicados, as
membranas dos epitélios dos tUbulos renais e
glomérulos renais apresentaram-se coradas de
negro e as restantes estruturas apresentaram-se
coradas de rosa (Figuras 1 a 4). No entanto, nos
cortes onde se aplicou a técnica alternativa de
prata-metenamina em banho-maria, os nicleos
apresentaram-se mais evidentes (Figuras 2 e 4)
quando comparados com os observados nos
cortes onde se aplicou o procedimento standard
(Figuras 1 e 3). As estruturas coradas de rosa
apresentaram-se com tonalidades diferentes
consoante a técnica utilizada, sendo um rosa
mais claro nos cortes submetidos a técnica
standard em comparacdo com os da técnica
alternativa (Figuras 1a4).

Paralelamente, resultados similares foram
visualizados nos cortes de pulmao (Figuras 5 a 8).
Os cortes histologicos, de ambos os tecidos,
submetidos a coloracdo alternativa de prata-
metenamina por micro-ondas, apresentaram-se
muito danificados, impedindo uma identificacao
clara das estruturas (Figuras 9 e 10). Mesmo nas

situacoes em que foi possivel a sua identificacao,
as alteracdes morfoldgicas das mesmas eram
bem evidentes.

Figura 1 - Corte de rim corado com a técnica standard
de prata-metenamina. Observa-se o cértex renal

com multiplos glomérulos renais (G) onde também

é possivel visualizar a membrana basal corada a negro
(seta). Também se observam tubulos (T) contorcidos
proximais e distais corados de rosa.

Figura 2 - Corte de rim corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina em banho-maria.
A membrana basal (seta) dos glomérulos renais (G)
esta corada a negro e os tubulos (T) contorcidos
proximais e distais foram corados de rosa.

Figura 3 - Corte de rim corado com a técnica

standard de prata-metenamina. Face a maior

ampliacao, visualiza-se com mais detalhe a membrana
basal (seta) dos glomérulos renais que aparecem marcadas
de negro. Os tubulos (T) contorcidos proximais e distais
apresentam-se com tonalidade rosa.



Figura 4 - Corte de rim corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina em banho-maria
com maior amplia¢do. Visualiza-se com mais pormenor
a membrana basal (seta) dos glomérulos renais corada
de negro, em torno do glomérulo renal e dos capilares
glomerulares. Os tubulos (T) contorcidos proximais

e distais observam-se também com mais detalhe

e corados de rosa.

Figura 7 - Corte de pulméo corado com a técnica
standard de prata-metenamina com maior detalhe.
Apenas se visualiza parte do bronquiolo (B) onde

se observa a membrana basal (seta) corada de negro

e o seu epitélio corado de rosa. Em torno da membrana
basal encontra-se o masculo liso (M), em forma de anel,
corado de rosa.

Figura 5 - Corte de pulmdo corado com a técnica
standard de prata-metenamina. Observa-se o bronquiolo
(B) com a membrana basal (seta) com algumas
invaginagées para o limen, corada de negro.

O musculo liso (M) em forma de anel esta corado

de rosa. A membrana basal (seta) do vaso sanguineo (V)
também se apresenta corada de negro.

Figura 6 - Corte de pulmdo corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina em banho-maria.
Observa-se o bronquiolo (B) com a membrana basal
(seta), apresentando invaginacées para o lumen e corada
de negro. Em torno da membrana basal encontra-se

o musculo liso (M) em forma de anel corado de rosa.

A membrana basal (seta) do vaso sanguineo (V) também
se apresenta corada de negro.

Figura 8 - Corte de pulmdo corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina em banho-maria

com maior ampliagdo. Visualiza-se a membrana basal
(seta) corada de negro, onde é possivel verificar

a sua aparéncia reticular. As células do epitélio

do bronquiolo (B) aparecem coradas de rosa.

Entre as células epiteliais podem observar-se algumas
de tonalidade mais escura correspondendo a células
caliciformes. A rodear a membrana basal estd o musculo
liso (M) em forma de anel corado de rosa.

Figura 9 - Corte de rim corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina por micro-ondas.

A morfologia do tecido apresenta-se bastante alterada
face ao normal, em que os glomérulos renais (G)

ndo se apresentam bem individualizados dos tabulos (T)
contorcidos proximais e distais.
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Figura 10 - Corte de rim corado com a técnica
alternativa de prata-metenamina por micro-ondas
com maior ampliacdo. As altera¢bes da morfologia
do tecido sdo bem visiveis, em que néo se distingue
a membrana basal dos glomérulos renais (G),0s quais
também ndo se encontram bem individualizados

dos tubulos (T) contorcidos proximais e distais.

DISCUSSAO

Perante a similaridade dos resultados obtidos
com a técnica standard e a técnica alternativa
em banho-maria, e em ambos os tecidos, em que
as membranas basais apareceram marcadas de
negro contrastando com as restantes estruturas
coradas de rosa, ficamos com a indicacao que a
técnica alternativa de prata-metenamina em
banho-maria é tao fiavel quanto a técnica
standard. O facto de a técnica alternativa se
realizar num intervalo de tempo muito mais
reduzido torna-a uma técnica de elevada
aplicabilidade laboratorial, vantajosa nao so6
para o proprio laboratorio, mas também para os
pacientes que necessitem da aplicacao desta
técnica como meio de diagnostico.

No entanto, e contrariamente aos resultados
obtidos por outros autores [4], a aplicacao da
técnica alternativa por micro-ondas nao se
revelou uma técnica eficaz, face a destruicao
observada nos tecidos. Pelo que, a sua aplicacao
poderia comprometer o diagnostico histologico
dos pacientes.

E de salientar ainda que o aperfeicoamento da
técnica alternativa de prata-metenamina foi
efetuado em duas etapas. Numa primeira fase
apenas se substituiu a incubacao na estufa por
uma incubacao em banho-maria, reduzindo o
tempo dessa mesma incubacao e obtendo
resultados similares a técnica standard. Numa
segunda fase, e com o intuito de diminuir ainda
mais o tempo de incubacdo, aumentou-se a
concentracao dos reagentes, nomeadamente do

acido periddico e da solucao de cloreto de ouro,
obtendo-se novamente resultados similares ao
procedimento standard. Os resultados
apresentados foram os obtidos pela técnica
alternativa de prata-metenamina com ainclusao
dessas duas alteracdes ao protocolo standard, ja
que consideramos ser esse o protocolo otimizado
face ao objetivo principal deste trabalho em
reduzir o tempo de aplicacao desta técnica.

Em conclusao, o objetivo pretendido com este
trabalho foi alcancado. Foi encontrado um
protocolo alternativo a técnica de prata-
metenamina utilizando um tempo muito inferior
ao gasto na técnica standard, com obtencao dos
mesmos resultados. Assim, o protocolo em que
se utilizou o banho-maria é viavel e pode ser
utilizado como uma boa alternativa na obtencao
de um diagndstico mais rapido, mantendo a
qualidade.
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RESUMO

0 estudo anatomopatoldgico de bidpsias prostaticas € frequentemente apoiado por técnicas
imunocitoquimicas. Todavia, limitacdes no tamanho das amostras levam a que, por vezes, pequenos
focos tumorais observados nas primeiras laminas de Hematoxilina e Eosina (H&E) se percam nos cortes
histoldgicos subsequentes, ndo permitindo a sua caracterizacao imunocitoquimica.

Com este trabalho pretende-se demonstrar a viabilidade de um método de transferéncia de tecido de
biopsias prostaticas, previamente coradas com H&E, para laminas carregadas electrostaticamente que
possibilitem a realizacao de técnicas imunocitoquimicas.

Foram avaliadas 20 bidpsias prostaticas com diagndstico de adenocarcinoma, tendo-se retirado do
arquivo do Laboratorio de Anatomia Patologica, uma lamina histologica corada com H&E e o respectivo
bloco de parafina. Procedeu-se a transferéncia dos cortes corados com H&E para laminas carregadas
electrostaticamente e ao corte histologico dos blocos para realizacao de técnicas imunocitoquimicas
com os anticorpos anti - citoqueratina de alto peso molecular (clone 348E12, designada habitualmente
por 34BE12) e anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase (designada habitualmente por
AMACR/P504S). Comparou-se a morfologia, observando-se 100% de preservacao em todos os casos
cortados de novo nos dois anticorpos, 95% no anticorpo anti - citoqueratina de alto peso molecular
(clone 34fE12) e 90% no anticorpo anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase (AMACR/P504S) em
biopsias transferidas. A qualidade da marcacao imunocitoquimica nao ficou comprometida com a
transferéncia de tecido nas lesdes tumorais que se esperavam marcar. A intensidade da marcacao foi
maior nas laminas submetidas a transferéncia de tecido (score 5 em 100% das amostras com 34f3E12 e
95% com anti-AMACR comparativamente com score 4 em 100% das amostras cortadas de novo, em ambos
os anticorpos).

O resultado deste estudo mostra que o método de transferéncia de tecido é viavel em técnicas
imunocitoquimicas e que a qualidade da marcacéo nao é afectada no processo.

PALAVRAS-CHAVE: Transferéncia de tecido, Citoqueratina de alto peso molecular (clone 34p3E12),
Alpha methylacy!-CoA-racemase (AMACR/P504S), Imunocitoquimica.

INTRODUCAO

O cancro da prostata € o tumor sélido mais
comum diagnosticado em homens na Europa e
nos Estados Unidos. Porém, nas duas ultimas
décadas a taxa de sobrevida aumentou de 67%
para89%[1,2].

O despiste do cancro da prostata através da
determinacdo do antigénio especifico da
prostata (PSA) no soro e da ecografia prostatica,
levaram a uma deteccdo e diagndstico mais
precoce da doenca, resultando num tratamento

inicial mais célere com uma melhor sobrevida
dos doentes [2].

0 diagnostico final de cancro da prostata é feito
através do exame histolégico de tecido
prostatico obtido através de bidpsia eco-guiada
ou ressecao transuretral [3]. No entanto, a
importancia de uma deteccao cada vez mais
precoce do tumor, levou a que os resultados
histopatoldgicos sejam realizados com um
numero cada vez mais reduzido de glandulas
tumorais [4]. A interpretacao da morfologia
histoldgica visualizada pela coloracao de rotina



no laboratéorio de anatomia patologica - a
Hematoxilina e Eosina (H&E) nem sempre é
suficiente para o diagnostico, razao pela qual se
recorre a imunocitoquimica. Os marcadores
utilizados na rotina laboratorial sao
habitualmente uma citoqueratina de alto peso
molecular (clone 348E12 expresso nas glandulas
normais da prostata) e um marcador tumoral,
anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase
(AMACR - sobre expresso no tumor da prostata)
[5]-

O problema surge quando a necessidade de
cortes histologicos sucessivos, leva a que o
tumor desapareca do bloco de parafina. Alguns
estudos [6,7] referem que esta situacao poderia
ser evitada se fossem efectuados cortes para
laminas adesivadas aquando do corte para a
H&E. Estas laminas seriam entao reservadas para
um eventual estudo imunocitoquimico. De
acordo com os mesmos autores, este
procedimento nao garante que as células
tumorais possam estar presentes nessas laminas,
ja para ndao mencionar o custo associado ao
numero de laminas que ficariam por utilizar.
Outros estudos [8,9] referem a possibilidade de
se efectuar a técnica imunocitoquimica nas
laminas previamente coradas com H&E mas em
28% dos casos o corte descola durante a
execucao da técnica perdendo-se a lesao [8].

Em 1993, Mehta P. e Battifora H. descreveram
um procedimento que possibilita a transferéncia
de cortes da lamina de H&E, sempre que o tumor
tenha desaparecido do bloco de parafina [10].
Este ficou conhecido como método “Peel &
Stick”. Posteriormente, varios autores
publicaram artigos com aplicacoes deste método
[11,12] e varias modificacdes tém vindo a ser
feitas ao protocolo original, adaptado a
realidade e experiéncia de cada laboratorio.
Definiu-se como objectivo geral deste trabalho
determinar a viabilidade do método de
transferéncia de tecido para realizacdo de
técnicas imunocitoquimicas em biopsias
prostaticas. Especificamente pretende-se: a)
demonstrar um método de transferéncia de
tecido de biopsias prostaticas previamente
coradas com H&E para laminas carregadas
electrostaticamente e b) comparar a qualidade
da marcacdo imunocitoquimica em cortes de
biopsias prostaticas, previamente corados com
H&E e transferidos para laminas carregadas
electrostaticamente, com novos cortes obtidos
do bloco de parafina, avaliando a presenca de
marcacao na lesao tumoral e a intensidade da
marcacao.

MATERIAL E METODOS

Seleccao de amostras para estudo

Foram seleccionados 20 casos de biopsia
prostatica com diagnostico de adenocarcinoma.
De cada caso retirou-se do arquivo do
Laboratério de Anatomia Patolégica do Centro
Hospitalar de Lisboa Central EPE, o bloco de
parafina e a lamina histolégica corada com H&E.
O periodo em que as laminas se encontravam no
arquivo variou entre 6 dias a 6 meses.

Como grupo de controlo foram utilizados cortes
de bidpsias prostaticas realizados a partir do
bloco de parafina (dois cortes por caso). Para o
grupo em estudo foram utilizados cortes de
biopsias prostaticas previamente corados com
H&E e sujeitos a transferéncia de tecido (dois
cortes por caso). Em ambos os grupos foram
utilizadas laminas carregadas
electrostaticamente (SUPERFROST®PLUS,
Menzel-Glaser,Thermo Scientific, JI800AMNZ).

Método de transferéncia de tecido para
realizacdo de técnicas imunocitoquimicas a
partir de laminas coradas com H&E.

A transferéncia de tecido para laminas
carregadas electrostaticamente realizou-se
modificando o método “Peel & Stick” [10]. O
procedimento encontra-se descrito no Quadrol e
éilustradonaFigura 1.

Realizagdo da técnica imunocitoquimica

A técnica de imunocitoquimica foi realizada
tanto no grupo controlo como no grupo em
estudo, seguindo o protocolo habitual do
laboratério, em equipamento automatico
(Ventana BenchMark®ULTRA, utilizando os
anticorpos primarios monoclonal mouse Anti-
Human Cytokeratin HMW Hight Molecular
Weight, clone 34RE12 (Dako-M0630), diluido a
1:50 durante 20 minutos a 37°C e Monoclonal
Rabbit Anti-Human AMACR (a-methylacyl-
coenzyme-A racemase), clone 13H4 (Dako-
M3616) diluido a 1:250 durante 32 minutos a
38°C. A inibicao da peroxidase endogena,
amplificacao, revelacdo e contraste foram
realizadas com ultraView Universal DAB
Detection Kit (Ventava 760-500). Terminada a
técnica imunocitoquimica, as laminas foram
lavadas em agua corrente e detergente,
desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool (75%, 90% e 99% - Proclinica) durante 1
minuto em cada, diafanizadas em xilol (VWR-
28975.291) e montadas com meio de montagem
sintético (Quick-D M-Klinipath 7010709T05).
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Procedimento de transferéncia de tecido

1. Seleccionaram-se as seccdes a transferir na lamina histologica corada com H&E;

2. Removeu-se a lamela com Xilol (VWR-28975.291) a temperatura ambiente;

3. Cobriram-se as lAminas generosa e totalmente com meio de montagem sintético
(Quick-D M-Klinipath -7010709T05) - (Figura 1A);

4. Colocaram-se as laminas na horizontal, a temperatura ambiente e aguardou-se 24

horas;

5. Colocaram-se as laminas numa tina de ranhuras com agua destilada no frigorifico
(4°C). Aguardou-se 24 horas.

6. Com um bisturi, cortou-se o meio de montagem juntamente com os fragmentos
pretendidos e colocou-se em laminas carregadas electrostaticamente
(SUPERFROST®PLUS, Menzel-Gliser,Thermo Scientific®, J1800AMNZ) - (Figura 1B a
1H);

7. Colocou-se um peso em cima das laminas (pelo menos 2 quilos) e aguardou-se 24

horas (Figura 11);

8. Retirou-se 0 meio de montagem com xilol.

Quadro I- Procedimento de transferéncia de tecido a partir de ldminas coradas com H&E para lGminas
carregadas electrostaticamente.

Figura 1 - Procedimento de transferéncia de tecido a partir de [dminas de H&E para ldminas carregadas electrostaticamente.
Adaptado do método “Peel& Stick”[10].
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A viabilidade do método foi analisada por
avaliacdo microscopica por dois observadores
independentes sem conhecimento prévio dos
casos. Foram analisados dois parametros: a
preservacao morfoldgica dos tecidos sujeitos a
transferéncia e submetidos a técnica
imunocitoquimica e a qualidade da marcacao
imunocitoquimica.

Para a preservacao morfologica foi considerada a
integridade do fragmento de bidpsia prostatica
no grupo sujeito a transferéncia,
comparativamente com o grupo controlo. Foi
assinalado numa tabela “+” sempre que a
morfologia das bidpsias prostaticas se manteve
preservada na lamina transferida e “-“ quando os
fragmentos se encontravam ausentes ou
incompletos (nao preservados).

Para a qualidade da marcacao imunocitoquimica
considerou-se a presenca (“+”) e auséncia (“-“)
de marcac¢ao na zona tumoral e comparou-se a
intensidade da marcacao mediante a atribuicao
de scores de acordo com a seguinte escala de
avaliacao (Tabela l):

relativamente ao anticorpo anti-34BE12, uma
das bidpsias sujeitas a transferéncia
apresentava zonas mal preservadas bem como
em duas laminas relativas ao anticorpo anti-
AMARC (preservacao morfologica em 95% e 90%
respectivamente- Tabela Il). Ainda assim a zona
da lesao tumoral nao foi comprometida, tendo-
se incluido as amostras no estudo.

Anticorpo Preservacdo
morfoldgica
(% de casos)
34BE12
Grupo controlo 100
Grupo transferido 95
AMARC
Grupo controlo 100
Grupo transferido 90

Tabela Il - Comparagdo da preservacdo morfolégica

do grupo submetido a transferéncia de tecido e do grupo
controlo apos realizagdo da técnica imunocitoquimica
com os anticorpos anti-34BE12 e anti-AMARC.

Resultados da marcagéo imunocitoquimica

Foi observada marcacao imunocitoquimica na
totalidade das amostras (casos controlo e
biopsias sujeitas a transferéncia de tecido), em

células com o minimo fundo

Tabela | - Grelha de avaliagdo da marcag¢do imunocitoquimica

para os anticorpos anti-34f3E12 e anti-AMARC em bidpsias

sujeitas a transferéncia de tecido e no grupo controlo.
Foram considerados como critérios de exclusao a
falta de preservacao da morfologia na lesao
tumoral apos a transferéncia do tecido.
Os resultados foram analisados recorrendo a
estatistica descritiva utilizando o programa
Microsoft®Office Excel 2010.

RESULTADOS

Resultados da viabilidade do método de
transferéncia de tecido

Atransferéncia de tecido de biopsias prostaticas
previamente coradas com H&E para laminas
carregadas electrostaticamente e a
subsequente realizacdao da técnica
imunocitoquimica mostrou-se viavel em todas as
ldaminas. Comparando o grupo controlo com o
grupo em estudo, observou-se porém que

score Escala de avaliacao da ambos os anticorpos em estudo (Tabela 11).
marcacao imunocitoquimica
0 Sem marcacao Marcacdo imunocitoquimica
1 Pouca ou nenhuma marcacao das Anticorpa (% de casos)
células Presenca Auséncia
2 Marcacao fraca sem 34BE12
demonstracdo de muitas das Grupo controlo 100 0
celulas que se esperavam marcar Grupo transferido 100 0
= o AMARC
3 Fraca marcacdo da maioria das
slulas Grupo controlo 100 0
celu _ . Grupo transferido 100 0
4 Boa demonstracac das celulas . . —
_ Tabela Ill - Comparagdo da presenca de marcagdo imunocitoquimica
5 Excelente demonstracao das dos anticorpos anti-34fE12 e anti-AMARC no grupo controlo

e no grupo submetido a transferéncia de tecido.

Relativamente a intensidade da marcacdo
imunocitoquimica, todas as amostras do grupo
controlo (cortadas de novo) apresentaram um
score 4 para ambos os anticorpos. As amostras
sujeitas a transferéncia de tecido apresentaram
uma marcacao imunocitoquimica com maior
intensidade do que as do grupo controlo em 100%
dos casos marcados com anti-34RE12 e 95% dos
casos marcados com anti-AMARC (Tabela 1V,
Figura 2).

Anticorpo Intensidade da marcacdo
imunocitoguimica (% de casos)
0a3 4 5
34BE12
Grupo controlo 0 100
Grupo transferido 0 100
AMARC
Grupo controlo 0 100
Grupo transferido 0 5 95

Tabela IV - Comparacéo da intensidade da marcacédo dos anticorpos
anti-34BE12 e anti-AMARC no grupo controlo e no grupo submetido

a transferéncia de tecido.
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Figura 2 - Comparagdo da intensidade da marcagdo imunocitoquimica das amostras controlo (A,C,E)
com as amostras sujeitas a transferéncia de tecido (B,D,F)

A e B- Anticorpo anti-34BE12 (100x)

C a F- Anticorpo anti-AMACR (100x)
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DISCUSSAO

Ha alguns anos que o método de transferéncia de
tecido tem sido usado no nosso laboratorio,
particularmente em situacdes que nao permitem
a realizacao de novas seccdes histologicas. O
motivo frequente para a realizacdo deste
método é o desaparecimento de
representatividade tumoral no bloco histologico
apesar da visualizacdo da lesdao na lamina de
H&E.

Tendo em conta os resultados deste estudo
podemos constatar que o método de
transferéncia de tecido permite a realizacao de
técnicas imunocitoquimicas a partir de laminas
previamente coradas com H&E, com uma minima
destruicao morfologica.

Para além da metodologia ser viavel, os
resultados da técnica imunocitoquimica
mostraram-se bastante satisfatorios, tendo em
consideracdo que todas as laminas em estudo
apresentaram marcacao para os dois anticorpos
utilizados.

Os resultados da técnica imunocitoquimica por
este método sao concordantes com os do método
convencional (blocos cortados de novo),
contudo, curiosamente observou-se um aumento
de intensidade nas laminas submetidas a
transferéncia de tecido, comparativamente aos
casos cortados de novo. A execucao do corte
histologico por diferentes profissionais e em
diferentes equipamentos pode influenciar os
resultados [14]. Porém, a consisténcia dos
resultados da marcacao imunocitoquimica das
varias laminas ndo nos permite concluir sobre
este resultado. A perda de antigenicidade ao
longo do tempo nos blocos histolégicos do
arquivo, também pode explicar a diferenca de
intensidade dos dois grupos de laminas [15,16].
Ainda que nao tenham sido observadas
diferencas na marcacao imunocitoquimica entre
laminas e blocos com 6 meses e 6 dias, esta
hipotese s6 podera ser comprovada se se
aumentar o niumero de amostras e efectuar um
estudo de correlacao entre a intensidade da
marcacao e o tempo de arquivo dos blocos e das
laminas de H&E.

Refere-se como desvantagem da técnica a
morosidade (no total demora cerca de uma
semana).

Em suma, o método de transferéncia de tecido
de bidpsias prostaticas previamente coradas
com H&E para laminas carregadas
electrostaticamente mostrou-se viavel, com
preservacdao morfoldgica satisfatéoria mesmo
apos a exposicao a alta temperatura aquando da
realizacdo de técnicas imunocitoquimicas. O
presente estudo mostrou ainda que a qualidade

da marcacdo imunocitoquimica nédo fica
comprometida com a transferéncia de tecido,
em termos de marcacao das lesdes tumorais
esperadas e da intensidade da marcacao.

Como demonstrado, a execucdao do método é
simples, acessivel a qualquer laboratoério de
Anatomia Patoldgica e muito til,
particularmente em casos onde se verifique a
perda de pequenos focos tumorais nos cortes
histoldgicos subsequentes do bloco de parafina,
mas visiveis nas laminas de H&E.
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