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RESUMO

Afixacao € fundamental para a preservacao dos tecidos e é o primeiro passo de uma técnica histologica
de rotina cujo objectivo final é obter uma boa visualizacdo das estruturas e, no caso da anatomia
patologica, um diagnostico. Algumas substéancias presentes nos tecidos, como é o caso do glicogénio,
necessitam de uma solucao fixadora especifica capaz de prevenir a dispersao das suas moléculas, sendo
a fixacao do glicogenio favorecida se essa solucao contiver alcool ou dcido picrico na sua constituicao. A
preservacao do glicogénio e fundamental porque da sua identificacdo podem depender diagnosticos,
utilizando-se coloracdes histoquimicas como o Periodic Acid Schiff (PAS) e o Carmim de Best para a sua
visualizacao.

Este estudo pretende comparar a qualidade da demonstracao do glicogénio com PAS e Carmim de Best,
em tecidos fixados com diferentes solucdes fixadoras.

O estudo foi efectuado a partir de cortes histoldgicos de figados de porco, fixados em formol 10%,
formol 10% tamponado, formol alcodlico, solucéo de Bouin e solucdo de Gendre, e procedeu-se a analise
estatistica das avaliacées feitas as [aminas.

As solugoes fixadoras que apresentaram melhores resultados para ambas as coloracées foram o formol
10% tamponado e a solucao de Gendre.

Foi possivel concluir que numa fixacao de 24 horas, o formol 10% tamponado pode ser utilizado com um
risco minimo de comprometer a preservacao e demonstracao do glicogénio. Em alternativa a esta
solucao fixadora, utilizada na rotina laboratorial, a solucao de Gendre mostrou ser um fixador eficaz.
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INTRODUCAO preservacao € geralmente favorecida por
fixadores que contenham alcool ou acido picrico,
e que actuam sobre os granulos de glicogénio

tendendo a conferir-lhes um aspecto mais

A fixacao é um processo que tem como objectivo
a preservacao dos tecidos, evitando os avancos

dos fenomenos de autolise e ataque bacteriano,
sendo fundamental para a realizacao da técnica
histologica e consequente obtencao de um
diagndstico. O fixador mais utilizado em
histopatologia € o formaldeido, na forma de
formol 10% tamponado, o qual pode também ser
conjugado com outros reagentes, formando
outras solucdes, como €& o caso do formol
alcodlico em que se adiciona alcool, e o caso das
solucoes de Bouin e de Gendre em que se
adiciona acido picrico. Na fixacao de algumas
substancias pode ser necessaria a utilizacao de
uma solucdo fixadora especifica com
propriedades diferentes do fixador de rotina,
que impeca a dispersdo das suas moléculas e
permita uma imagem histolégica proxima do
tecido in vivo. O glicogénio é um exemplo de uma
substancia susceptivel a dispersdo, onde a
fixacao com solucbes aquosas pode originar
perdas de 60-80% desta molécula. A sua

grosseiro do que apds uma fixacdo com formol
[1]. i

O glicogénio é um polissacarideo que funciona
como a principal forma de armazenamento de
energia e é composto por multiplas unidades de
glicose, absorvidas e convertidas pelos
hepatocitos [2]. Segundo uma das teorias da
fixacao do glicogénio, esta é conseguida com a
remocao de moléculas de agua pelos agentes
fixadores, no entanto, a teoria mais conhecida
considera que a preservacao do glicogénio é
alcancada através da fixacao de proteinas
associadas, retendo o glicogénio pela formacao
de uma matriz ou tornando-o insollivel através do
estabelecimento de ligacoes covalentes [1, 3].
Em cortes histologicos corados com
Hematoxilina-Eosina (HE), o glicogénio surge na
forma de depositos translicidos que sao
identificados no citoplasma como espacos vazios
de bordos irregulares, tornando a sua deteccéo
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apenas possivel com recurso a técnicas
histoquimicas como o PAS ou o Carmim de Best
[4]. O PAS é a técnica mais versatil e amplamente
usada, apesar de nao corar de magenta apenas o
glicogénio, mas também muitas outras
substancias. O Carmim de Best é altamente
selectivo mas nao especifico, corando o
glicogénio de vermelho [1, 2].

Afixacao influencia as coloracdes histoquimicas,
na medida em que alguns fixadores aumentam ou
inibem a absorcdo de corantes através da
modificacao das proteinas do tecido, isto &, a
difusao do corante € afectada pelos radicais
reactivos que sao expostos ou mascarados pelo
rearranjo proteico (desnaturacdo) que ocorre
durante a fixacao [5].

parafina, tendo-se obtido 4 cortes histologicos
de 3um a partir de cada bloco para as coloracées
HE, PAS, PAS com diastase e Carmim de Best. A
coloracdo HE foi utilizada como controlo da
fixacao e arquitectura dos tecidos, enquanto o
PAS com diastase serviu como controlo PAS
negativo.

Estudaram-se as variaveis dependentes
“Quantidade geral de glicogénio no tecido”
(“QGG”), “Intensidade de coloracao” (“IC”),
“Definicao dos granulos de glicogénio” (“DG”) e
“Preservacéao da morfologia celular” (“PM”), que
estao definidas na Tabela |, bem como a variavel
dependente “Avaliacado global” (“AG”),
posteriormente criada.

0 ob]ectwo geraL deste estudo foi comparar a Ouanﬂdadegeral_de glicogénio *Maier ou mener presenca de glicogénic nos hepatacitos ena
qualidade da demonstracao histoquimica do notecido SnermiddOiED

glicogénio em tecidos fixados com diferentes
solucdes fixadoras, por se considerar que a

Intensidade de coloragdo

+Facilidade de distingo do glicogénio emrelacéo ao contraste |
utilizado

1]

fixacao tem uma importancia fundamental na

adequada demonstracdo histoquimica do

glicogénio, uma vez que perdas resultantes de

uma ma fixacdo podem condicionar, no caso

especifico do figado, o diagnéstico de doencas do

armazenamento do glicogénio, ou glicogenoses

de tipo hepatico (tipos |, lll e VI), e a distincio de

alguns tumores, como adenomas hepaticos [1, 6,

7].

Os objectivos especificos foram:

oldentificar qual dos fixadores - formol 10%,
formol 10% tamponado, formol alcodlico,
solucdo de Bouin e solucdo de Gendre - melhor
se adequa a demonstracao histoquimica do
glicogénio em amostras de figado coradas com
PAS e Carmim de Best, avaliando a “Quantidade
geral de glicogénio no tecido”, “Intensidade de
coloracao”, “Definicao dos granulos de
glicogénio” e “Preservacdo da morfologia
celular”;

oldentificar qual das coloracées histoquimicas
permite uma melhor distincao do glicogénio.

MATERIAL E METODOS

A técnica de amostragem do estudo foi nao
probabilistica por conveniéncia, seleccionando-
-se trés figados de porco, pela necessidade de um
orgdo de facil recolha, representativo da
presenca de glicogénio e com histologia
semelhante a humana. Assim, de cada um dos
figados foram colhidos 5 fragmentos de
dimensées 1,5cmx1,5cmx0,5cm, que
totalizaram uma amostra de 15 fragmentos,
distribuida pelos 5 fixadores. Apés a fixacdo de
24 horas efectuou-se o processamento
automatico das amostras e a inclusao em

Definigdo dos granulos de

dlicogénio +Aspecto e dimensdo dos granulos, de finos a grosseiros

Preservacdo da morfologia

+Conservacdo da arquitectura normal do tecida
celular

¥

Avaliagdo Global

+Qualidade da demonstracdo do glicogéniopara as coloragdes |
de PAS & de Carmim de Best, & que resulta do somatdrio das
oulrasvariaveis dependentes

Tabela | - Definicdo das varidveis dependentes.

A fixacado com diferentes tipos de solucées
fixadoras — formol 10%, formol 10% tamponado,
formol alcodlico, solucao de Bouin e solucao de
Gendre — e a coloracao histoquimica — PAS e
Carmim de Best — foram as variaveis
independentes.

As laminas coradas com PAS e Carmim de Best
foram entregues a trés observadores
independentes para avaliacdo cega com recurso
a grelha de avaliacao. A avaliacio da marcacao
histoquimica elaborou-se em escala diferencial
semantica para as variaveis “QGG”, “IC”, “DG” e
“PM”.

No sentido de se proceder ao tratamento
estatistico das avaliacdes foram atribuidos
valores de 1 a 5 a cada item das grelhas,
constituindo escalas de medida ordinal,
considerando-se 1 o pior resultado e 5 0 melhor
daescala.

Introduziram-se os dados obtidos no programa
informatico SPSS 15.0, admitindo-se as
avaliacées dos observadores para cada lamina
como resultados independentes, e calcularam-se
as modas e medianas de cada combinacio de
variaveis independentes para cada variavel
dependente.

Partindo das medianas realizaram-se graficos de
barras verticais em Microsoft Office Excel 2007



para cada coloracdo, demonstrando a relacdo
entre os fixadores e os parametros avaliados, e
entre os fixadores e a avaliacao global das
laminas. Para verificar as diferencas entre os
fixadores e os parametros de avaliacao das
ldminas nas coloracoes, foi aplicado as medianas
o teste estatistico de Kruskal-Wallis,
relacionando a variavel independente nominal
“Solucoes fixadoras” com cada uma das variaveis
dependentes ordinais, considerando-se a=0,05 e
HO = “Nao existe relacao entre a solucéo fixadora
utilizada e a variavel dependente”.

A partir das hipoteses nulas rejeitadas no teste
anterior aplicou-se o teste de Mann-Whitney,
relacionando para cada coloracao as categorias
da variavel independente “Solucdes fixadoras”
com a variavel dependente. Considerou-se
a=0,05 e HO = “Nao existe diferenca entre as duas
solucoes fixadoras na variavel dependente x para
acoloracaoy”.

RESULTADOS

Nas l@minas coradas com PAS (Gréfico ) e
Carmim de Best (Grafico Il), os fixadores com
melhores medianas na globalidade dos
parametros avaliados, e consequentemente com
melhor “AG” (Grafico Ill), foram a solucdo de
Gendre e o formol 10% tamponado.

Os piores resultados foram discordantes nas duas
coloracoes realizadas. Enquanto na coloracao de
PAS foi o formol 10% com medianas mais baixas,
na coloracao de Carmim de Best foi o formol
alcodlico.

Na coloracao de PAS, o Unico parametro em que
se verificou a existéncia de uma relacao com a
solucao fixadora utilizada foia “IC”, observando-
se uma diferenca entre a utilizacdo de formol
10% e as solucoes de formol alcodlico e de
Gendre. Ja na coloracdo de Carmim de Best,
verificou-se uma relacdo entre a solucédo
fixadora utilizada e os parametros “QGG”, “IC” e
“AG”, revelando que as solucdes fixadoras com
piores resultados, formol 10% e formol alcodlico,
sao significativamente inferiores em relagao as
restantes solucoes.

A utilizacao de formol alcodlico demonstra ser
inferior em relacao a todas as outras solucoes
fixadoras em estudo no pardmetro “QGG” e em
relacao ao formol 10% tamponado, solucao de
Bouin e solucao de Gendre nos parametros “IC” e
“AG”. Ainda na “IC”, verifica-se que os
resultados do formol 10% sao inferiores em
relacao aos do formol 10% tamponado e aos da
solucao de Bouin.

1 —

Formol 108  Formal 10% Formol
tamponado alcadlico

Solugao de
Bouin

Solugaa de
Gendrs

B Quantidade Geral de Gliconénio B intensidade de Coloragao
8 Definigao dos Granulos 2 Preservagao da Morfologia

Grafico | - Comparacdo das medianas dos resultados da coloracdo
de PAS para cada pardmetro avaliado nas diferentes

solucbes fixadoras.
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Formol 10%  Formol 10% Formol
tamponado alcodlico

Solugao de
Bouin

Solugao de
Gendre

BQuantidade Geral de Gliconénio  ®Intensidade de Coloragao
8 Definigdo dos Granulos < Preservagao da Marfologia

Grdfico Il - Compara¢do das medianas dos resultados da coloracdo
de Carmim de Best para cada pardmetro avaliado

nas diferentes solucées fixadoras.
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Grdfico Il - Comparacdo das medianas da “Avaliacdo global”
das [@minas, nas coloracées de PAS e Carmim de Best,

para as diferentes solucdes fixadoras.
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DISCUSSAO

As solucbes fixadoras que, de modo geral,
apresentaram melhores resultados para ambas
as coloracoes, com medianas mais elevadas nos
parametros analisados no estudo, sobretudo na
“QGG” e na “DG”, foram o formol 10%
tamponado e a solucao de Gendre.

Os bons resultados verificados na solucdo de
Gendre podem ser justificados por incluir na sua
constituicao formaldeido, alcool e acido picrico,
que possibilitam a preservacdo de maior
quantidade de glicogénio. A melhor preservacao
poder-se-a dever simultaneamente as duas
teorias da fixacéo aceites, existindo extraccao
de agua dos tecidos pelo componente alcodlico
da solucao e retencao do glicogénio a partir da
fixacdo das proteinas associadas. Esta Gltima
teoria sera aquela que permite ao formol 10%
tamponado obter uma manutencao consideravel
da quantidade de glicogénio (Figura 1), retendo-
0 numa matriz de proteinas fixadas, resultante
das pontes de metileno estabelecidas pelo
formaldeido durante a fixacao.

Figura 1 - Melhores resultados obtidos para a
coloracéo de PAS (Formol 10% tamponado, 40x).

A preservacdo de uma maior quantidade de
glicogénio por parte destas duas solucdes
fixadoras resultou numa maior conservacao de
estruturas reactivas e permitiu,
consequentemente, bons resultados ao nivel da
intensidade de coloracao.

De forma similar ao observado para a “QGG", a
constituicao da solucdo de Gendre por alcool e
acido picrico sera a justificacdo que permitiu a
esta solucao fixadora obter os melhores
resultados para a “DG”, pela presenca de
granulos mais grosseiros e definidos (Figura 2).
Estas observagées em relacdo a solucao de
Gendre vao ao encontro do esperado, uma vez
que esta solucao fixadora ja foi referida em
outros estudos como sendo favoravel a
preservacao e visualizacdo do glicogénio.

Figura 2 - Aspecto dos granulos de glicogénio
na coloracdo de Carmim de Best
(Solugdo de Gendre, 40x).

Apesar de se verificar em ambas as coloracoes
que os melhores resultados foram os do formol
10% tamponado e da solucdo de Gendre,
observando o grafico que compara as “AG”, é
visivel que estas solucdes tém avaliacdes
superiores no Carmim de Best. Este facto pode
possivelmente ser explicado pela maior
facilidade de distincao da marcacao
histoquimica do Carmim em relacdo a cor
magenta do PAS, devido ao contraste com as
restantes estruturas coradas. No entanto, o
Carmim de Best obriga ao manuseamento no
interior da hotte por toxicidade dos reagentes,
tendo uma utilizacdo menos pratica.

A analise dos piores resultados permite verificar
gque nem o formol 10% nem o formol alcodlico
apresentam medianas abaixo do valor médio da
escala para a “QGG”, sendo relativamente bons;
no entanto, os resultados na “IC” e “DG”
reduzem as suas avaliacdes globais.

Tendo em conta a bibliografia consultada e o
estudo realizado por Trott [8], os resultados do
formol alcodlico na coloracio de Carmim de Best
sao inesperados, devido a constituicao da
solucdo. O formaldeido e o alcool deveriam
proporcionar uma boa retencao do glicogénio,
sendo previstos resultados aproximados aos
obtidos com a solucdo de Gendre, e ainda a
observacao de granulos de glicogénio grosseiros
e bem definidos, devido & componente alcodlica
do fixador. Ja o formol 10% nao surpreende que
apresente menor mediana na “DG”, uma vez que
€ conhecido que na fixacdo com formol os
granulos se apresentam com aspecto mais fino.
Apesar das limitacdes do estudo, devidas a
propensao do glicogénio para sofrer alteracées
provocadas pela autdlise, ao tempo decorrido
até a fixacdo e ainda a nao validacao das grelhas
de resposta para recolha das avaliacdes, e de




alguns resultados inesperados, foi possivel
concluir, através dos parametros analisados, que
os fixadores que melhor se adequaram a
demonstracao histoquimica do glicogénio nas
amostras de figado foram o formol 10%
tamponado e a solucao de Gendre. Estas solucdes
fixadoras demonstraram um balanco positivo dos
parametros de demonstracdao do glicogénio
considerados necessarios a um diagnoéstico mais
fiavel de patologias associadas a este. Sendo ja o
formol 10% tamponado a solucdo fixadora de
rotina laboratorial, é possivel também concluir
que, para uma fixacdo de 24 horas, este é
adequado e pode ser utilizado com um risco
minimo de comprometer a preservacio e
demonstracao do glicogénio. Por outro lado, a
solucao de Gendre demonstrou ser uma
alternativa eficaz ao formol 10% tamponado,
com resultados bastante elevados e
equiparaveis, mas a ser evitada devido a sua
maior toxicidade.

De futuro, seria interessante alargar esta
investigacao a aplicacao destes e de outros
fixadores a outros 6rgdos, com variacées nos
tempos de fixacdo, procurando verificar se os
fixadores aferidos neste estudo para tecido
hepatico podem ser aplicados noutros tecidos
contendo glicogénio, e se fixacdes prolongadas
podem favorecer umas solucées em detrimento
de outras, onde o glicogénio possa ser perdido ao
longo do tempo.
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