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A saponina € um grupo de hemolisinas enzimaticas derivado de uma variedade
de plantas, pode ser util na preparagdo de amostras hemorragicas, limpando as hemacias do
material de fundo da lamina. O objetivo de nosso estudo foi investigar se a saponina pode
ser usada na remog@o de hemacias do material de fundo na rotina, esfregagos citologicos

secos ao ar em comparac¢do com fixados imediatamente.

A preparagdo de amostra citologica de figado e linfonodo de cées foi realizada
em quadruplicata (imediatamente apos a morte do animal) e processada da seguinte

maneira:

1. Grupo SFX - Esfregagos foram imediatamente colocados na solugdo
fixadora SFX, composta por 1:1 de alcool a 95% e de formalina tamponada, ¢ 0,1% de

saponina.

2. Coloragdo convencional (SE) - Esfregacos foram deixados secar ao ar por 30

minutos depois corados por Leishmann.

3. Péos-fixagdo com alcool 95% (AL) - Esfregacos secos ao ar foram reidratados
e incubados em solugiio de saponina a 0,1%. Depois fixados em alcool 95% e corados pela

técnica de coloragdo modificada Giemsa/Hematoxilina-Eosina.

4. Pos-fixagdo com alcool-formol (ALFO) - Esfregacos secos ao ar foram
reidratados e incubados em solugdo de saponina a 0,1%. Depois fixados em alcool-formol e

corados pela técnica de coloragdo modificada Giemsa/Hematoxilina-Eosina.

A qualidade das liminas preparadas e seus resultados foram comparados pelo

teste de Friedman (Winstat 3.1 software).

Os melhores resultados para a visualizagdo de nucleo e detalhes celulares foram
observados no grupo com fixa¢do imediata em alcool-formol contendo 0,1% de saponina,
apesar de ter sido pequeno o efeito de limpeza das hemicias do material de fundo. Por
outro lado este efeito foi pronunciado em amostras secas ao ar, apesar da qualidade da

visualizagdo citologica ter sido inferior.

Resumo
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Concluimos que ndo hd um método que produz resultados com excelente
coloragdo e limpeza total de hemacias. Nossos resultados tem a vantagem da lise de
hemacias pela saponina em material seco ao ar seguido por fixagdo com dlcool 95%

produzindo razoavel remogdo de hemacias, bem como boa preservagao de detalhes

citologicos.

Resumo
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A fixa¢do € um processo utilizado na preparacio do material que se destina a
exame citologico e histologico, que busca manter o tecido o mais proximo o possivel do seu
estado em vida, permitindo o seu exame por métodos tio simples que vdo desde uma
coloragdo de rotina (como por exemplo Leishmann e Hematoxilina/Eosina) até analise de
DNA através de técnicas sofisticadas (DOYLE & O’LEARY, 1992; HOPWOOD, 1996,
LILLIE, 1965; GANTER & JOLLES, 1969).

Podemos citar como objetivos da fixa¢do, a preservagdo da morfologia e
composi¢do quimica da célula, provocando a morte celular, de modo que a estrutura da
célula viva se conserve, evitando as alteragdes post-mortem, (representadas por autolise,
isto €, a destrui¢do das células por suas enzimas; e por heterolise, matando as bactérias ou
impedindo sua proliferagdo, evitando alteragdes das estruturas tissulares decorrentes de sua
atividade); que modificam, profundamente, a constitui¢do celular (ROBERTIS et al., 1960;
HOPWOOD, 1996; LILLIE, 1965; GANTER & JOLLES, 1969) (GRIMALDI, 1981).

Assim como limitar as alteragdes quando os tecidos sdo processados em
ligiiidos desfavoraveis, como o xilol e a parafina quente (GRIMALDI, 1981); endurecer os
tecidos para que resistam melhor as etapas posteriores da técnica histolégica, facilitando
cortes delgados; aumentar a afinidade de alguns componentes tissulares pelos corantes,
facilitando a coloracdo das estruturas; “esterilizar” as c€lulas, providenciando desta maneira
mais seguran¢a para quem ira manipular o material no laboratorio; preservar a reatividade
de proteinas, lipideos e outros componentes celulares para subseqiiente reagdo
histoquimica, imuno-histoquimica e de biologia molecular.(HOPWOOD, 1996; LILLIE,
1965; GANTER & JOLLES, 1969).

Alguns dos fixadores preservam satisfatoriamente a maioria dos tecidos de um
organismo e sdo chamados fixadores gerais ou universais, por exemplo, a formalina a 10%

(GRIMALDI, 1981).

Introdugao
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Os fixadores podem ser, classificados em fisicos (calor, frio e dessecagdo) ou
quimicos, estes constituidos de uma s6 substancia (alcool, acido, éter, etc.) ou mais de uma
substancia (misturas fixadoras, como por exemplo o fixador de Karnovsky: o Carnoy; o
Methacarn; etc.) (SANTOS, 1926; YAMADA & RINCON, 1996; HOPWOOD, 1996;
GANTER & JOLLES, 1969).

Geralmente utiliza-se dois tipos de fixadores quimicos, 0os que precipitam
proteinas (etanol, acido acético, acido picrico) e os que promovem ligacdo cruzada
(aldeidos) (HOPWOOD ,1996).

Em esfregagos e sedimentos para exame citologico, € usado, ha muitos anos, o
etanol como fixador, com grande sucesso na preservacdo das estruturas celulares e se

prestando muito bem para estudos imunocitoquimicos (KEEBLER, 1993).

Com o intuito de realizar uma fixagdo perfeita dentro do possivel, devemos

ficar atentos para os seguintes fatores que interferem no processo :
1. Tampoes e concentragio hidrogenidnica:

Os valores de pH dos fixadores variam e, geralmente, a concentragdo
hidrogénionica ¢ ajustada a faixa fisiologica de pH. A fixagdo satisfatoria ocorre entre pH 6
a 8, mas deve-se tomar muito cuidado na escolha do tampao, pois este pode reagir com o
fixador. Se o tecido for usado para histoquimica enzimatica, entdo os cuidados devem ser
redobrados, para assegurar que os tampdes ndo inibam as enzimas ou reajam com meio de

incubagao.
2. Temperatura:

Geralmente, a fixa¢do tecidual ou celular ¢ feita a temperatura ambiente. Para a
microscopia eletrénica e algumas reagdes histoquimicas, a faixa de temperatura € de 0 a
4°C.

Alguns autores sdo favoraveis a fixacdo em baixas temperaturas, reduzindo a
autolise e diminuindo a difusdo dos varios componentes celulares. Outros preferem a

fixacdo em altas temperaturas, onde as reagdes envolvidas na fixa¢do ocorrem mais

rapidamente.

introdugao
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3. Osmolalidade da solug¢do fixadora:

Os efeitos da pressdo osmdtica exercida pelas solugdes fixadoras sdo retragdo
celular (solugdo hipertonica) e células tumefeitas quando usados fixadores hipotdnicos.
Portanto. variando a osmolalidade da solucdo fixadora € possivel alterar a estrutura dos

sistemas de membrana.
4. Concentracao do fixador:

O que vai determinar a concentragdo do agente fixador numa solugdo € o seu

poder de penetragao, de fixagdo e a sua solubilidade no veiculo usado para a solugao.
5. Duracio da fixacio:

O tempo de fixagdo € variavel de acordo com o poder penetrante do fixador,
com o0 tempo necessario para completar as reagdes bioquimicas entre o fixador e o tecido e

com a temperatura em que se encontra.

A fixagdo deve ser imediata, ou seja, o tempo entre a coleta ¢ a fixagdao deve ser

0 menor possivel.
6. Volume de fixador:

O volume do fixador utilizado deve ser de 10 a 20 vezes maior que o

fragmento.
7. Relacao fixador/coloragao:

Nio deve ser usado fixador que contenha substancias incompativeis com os

corantes que em geral, sdo utilizados em rea¢des imuno-histoquimicas, imunocitoquimicas.

Introducdo
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Apesar de alguns dos fixadores preservarem satisfatoriamente a maioria dos
tecidos de um organismo e por isso sdo chamados fixadores gerais ou universais (por
exemplo, a formalina a 10%), ndo existe fixador ideal para todos os componentes teciduais
nem celulares (GRIMALDI, 1981) (YAMADA & RINCON, 1996; MAIA, 1967;
HOPWOOD, 1996; DOYLE & O°LEARY, 1992).

A tentativa de manter intacta a estrutura celular € impossivel, pois os fixadores

modificam de alguma maneira a estrutura intima da célula (SANTOS, 1926).

Deve ser considerado que os componentes tissulares sdo diversos e com
diferentes propriedades fisicas e quimicas e, deste modo, explicando o fato da dificuldade

ou impossibilidade de se ter um fixador universal (GRIMALDI, 1981).

Devido a esta dificuldade, alguns fixadores sdo compostos por misturas de
substincias quimicas, formuladas com o intuito de compensar a deficiéncia ou propriedade
de uma determinada substancia fixadora, com a adi¢do de outras substancias que pudessem
complementar e melhorar o efeito fixador (YAMADA & RINCON, 1996).

Além das dificuldades na fixa¢do do material biolégico destinado tanto a
analise histo como citologica, observamos na citologia a presenca de material hemorragico

e material de fundo interferindo ou impossibilitando a analise do material citologico.

O material de fundo de uma ldmina citologica pode ser composto de muco,

restos celulares, exudato inflamatério, liquido extra-celular, hemacias.

Este material pode obscurecer a morfologia celular, interferindo na avaliacdo
microscopica, € produzir erros, como falsos-negativos; erros na amostragem € preparagao
do esfregaco citologico também podem ser responsaveis por uma alta porcentagem de
esfregacos falsos-negativos, que sdo esfregagcos com positividade mascarada, levando a
uma avaliagdo deficiente do material citologico, considerando a amostra negativa, sendo
que na verdade ela é positiva.(LINDER & ZAHNISER, 1997; CORKILL et al., 1997;
WILBUR et al., 1997; WEIDMANN et al., 1997).

Introdugdo
21



O resultado falso-negativo em esfregaco citologico pode ocorrer por: erro de
amostragem (amostra nao representativa, transferéncia ndo significativa do material para a
lamina); erro de leitura (células importantes para o diagnostico podem ser mascaradas pelo
material de fundo, hemacias ou por sobreposic@o de células, e a andlise de caracteristicas de
areas importantes como o nucleo pode ser dificultada e impossibilitada); ou finalmente erro

de interpretacdo (WILBUR, et al., 1997; LINDER & ZAHNISER, 1997).

Na tentativa de diminuir a probabilidade de erros que podem produzir
resultados falsos-negativos, atenta-se para os seguintes procedimentos: cuidado na coleta da
amostra (que deve ser representativa); confec¢ao da lamina com camadas finas de células e
bem distribuidas; e destruicdo de hemacias, e para isso, pode-se utilizar a saponina como

agente hemolisante.

As saponinas sdo macromoléculas constituidas por substancias que, apods
hidrélise por acidos, ddo origem a agucares (“oses”) e substdncias de natureza quimica
diferente de agucares, chamadas de aglicio ou sapogenina. De acordo com a estrutura da
sapogenina, ha dois grupos de saponina, a saponina esteroidal € a triterpendide (COSTA,
1987; TREASE & EVANS, 1978; SHIBATA, 1977).
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Steroid skeleton Triterpenoid skeleton

FIGURA 1. Estrutura molecular da saponina na forma esteroidal e triterpendide, resultante
da hidrolise dcida.

A saponina € considerada um heterésido, podendo ser isolada da Saponaria
officinalis L., ja conhecida como saboeira, devido a sua propriedade afrogénica, ou seja, ela
forma espuma abundante quando agitada na agua, semelhante ao sabdo. Tal propriedade se

deve a tensdo superficial elevada das suas solu¢des aquosas (COSTA, 1987).

As solu¢des aquosas de saponinas sdo neutras, mostram-se, na maioria das
vezes, toxicas, necrosantes e hemoliticas. Sua atividade hemolitica é vista em solucgdes
muito diluidas, e pode ser detectada em concentragdo de até 0,01%, e € explicada pela
combinag¢do da saponina com os esteroides e outros lipideos da membrana plasmatica dos
eritrdcitos, aumentando a permeabilidade celular (COSTA, 1987, TREASE & EVANS,
1978; SHIBATA, 1977).

A saponina é usada como agente permeabilizante de membranas celulares de
células pré-fixadas em glutaraldeido e paraformaldeido, facilitando a penetragdo dos

reagentes de detec¢do na imunolocalizagdo de antigenos, de marcadores de membrana,
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marcadores citoplasmaticos, analise de DNA, quantificagdo da infec¢@o celular e replicacio
do T. gondii, e quantificagdo de receptor glicocorticide intracelular por citometria de fluxo
(GLASOVA et al., 1995; MAC VILLE et al., 1995; GRUTZKAU et al., 1997; BENSON &
BUSCH, 1996; JAMUR & OLIVER, 1996; ULFGREN et al., 1995; MULLER et al., 1999;
GAY et al, 1999; GORISSE et al., 1999; KONIKOVA et al., 1998; LORE et al., 1998:
BERKI et al., 1998; FRANEK et al., 1994; MRKOCI et al., 1997).

A avaliagdo por microscopia eletronica de estruturas intracelulares
(citoesqueleto), € melhorada com a perfusdo de saponina, que pela permeabilizacio da
membrana plasmética possibilita a saida de proteinas soliveis no citoplasma, e reduz assim
o material granular reduzido (CHRISTIAN et al., 1999; TAKUMIDA & ANNIKO, 1994;
BENSON & BUSCH, 1996; GRUTZKAU et al., 1997; TERADA et al., 1997).

A saponina tem sido muito usada na lise de hemacias em preparacio de
amostras de sangue periférico para contagem eletronica de leucocitos. E também usada na
preparacdo de amostras de sangue para analise de parasitas da malaria (UMLAS, 1972;
WEIDMANN et al., 1997).

Em esfregagos citologicos hemorragicos a saponina pode ser usada como
agente hemolisante, onde a suspensdo de células € submetida a hemolise. Sugere-se esta
técnica em esfregagos citologicos onde hemacias sdo visualizadas depois de centrifuga¢io
(KEEBLER, 1993; UMLAS, 1972; WEIDMANN et al., 1997).

Introdugae
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2. OBJETIVO



Este presente trabalho teve como objetivo desenvolver um fixador simples e
eficaz, utilizando a saponina como agente hemolisante com o intuito de melhorar a analise
do esfregaco, visando uma técnica rapida, de baixo custo e compativel com a rotina diaria,
que por sua simplicidade reduz a chance de ocorréncia de erros desde a fixagdo até a analise

do esfregaco citologico.
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3.1. MATERIAIS

Para a realizagdo do presente trabalho foi utilizado uma amostra de 45 cdes de
ragas variadas, machos e fémeas, com peso variando entre 10kg e 30kg, sem medicagdo
prévia, cedidos pelo Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas, utilizados nas aulas de “cirurgia

experimental®. Destes foram coletados amostras de figado e linfonodo mesentérico.

Foram realizados estudos prévios para a padronizagdo das técnicas de fixa¢ado
desenvolvidas neste trabalho, onde os esfregacos foram fixados diretamente em Carnoy
(DEWITT et al, 1957; LEHMANN et al, 1995; GANTER & JOLLES, 1970;
WEIDMANN et al., 1997; DOYLE & O’LEARY, 1992; UMLAS, 1972); em Methacarn,
que ¢ uma modificagdo do Carnoy (LI et al, 1995); numa solug¢do fixadora “HDII”
(contendo formalina + glutaraldeido + saponina + tampao fosfato) (BENSON & BUSCH,
1996); e na solucdo fixadora SFX padronizada no estudo, porém com diferentes

concentrac¢des de saponina (saponina 1%; 0,5%; 0,25%; 0,1% e 0,01%).

Os fixadores Carnoy e Methacarn ndo foram padronizados pois produziram
uma retragdo citoplasmatica indesejavel e foram deficientes na remog¢do de hemacias; a
solugdo HDII também ndo removeu as hemacias do material, sendo também descartado seu

uso.

A SFX com saponina a 0,1% foi padronizada de acordo com a analise da
eficicia da remocdo das hemacias, observada em testes com concentragdes variadas de
0,001%, 0,01%, 0.05% ¢ 0,1% de saponina.

Foi utilizada neste trabalho a saponina Quillaja Bark (SIGMAS/S-7900),
retirada da Quillaja saponaria, da familia das Rosaceae (dicotiledonea), que € uma arvore
medindo 18m de altura e achada no Chile, Peru e Bolivia. A estrutura triterpenoide da
sapogenina resultante da hidrolise € o acido quilaico (TREASE & EVANS, 1978)
(Figura 2).
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HO™ < HO
Rf

R' R" Glveyrrhetinic acid
Oleanolicacd  CH;, H
Hederagenin - CH.OH H
Gypsogenin CHO H
Quillaic acid CHO OH

FIGURA 2 — Estrutura molecular do acido quilaico, onde R’=CHO e R”=0H.

Fez-se também um estudo prévio com o material fixado em alcool 95% antes de
ser submetido a agdo da saponina a 0,1% por 40s, mas observamos uma ineficiacia na

remoc¢do das hemadcias. Teve-se a impressdo de que as hemadcias ficam aderidas a limina.

Também realizamos estudos prévios com as diferentes técnicas de coloragdo,
por Giemsa; Hematoxilina-eosina (HE) (ARMED FORCES, 1957) (LILLIE, 1965), e
Giemsa/Hematoxilina-eosina (G/HE, segundo uma modificagdo da técnica classica de
coloragdo por HE, feita na rotina do Laboratério de Citologia do Departamento de

Anatomia Patologica — FCM/UNICAMP).

Observamos, que a coloragdo por G/HE se destacou pela nitidez da coloragao

do nucleo.

A padronizagdio da coloragdo por G/HE foi baseada no fato de que temos um
padrdo de comparagdo dos esfregagos testes com os da rotina diaria do Laboratério de

Citologia do Departamento de Anatomia Patologica — FCM/UNICAMP.

Matertais e Métodos
29



Preconiza-se em manuais de colora¢do que apos fixa¢do no alcool 95% ou no
alcool/formol, deve-se passar as ldminas em dlcoois mais diluidos, como por exemplo
alcool 70% e 50%, antes de coloca-las em agua, mas na pratica observamos que nio ¢
necessario, € visando a rapidez da técnica, sem prejudicar a qualidade do material, as
laminas foram hidratadas em agua diretamente apos a fixagdo com alcool 95% ou com

alcool/formol.

A técnica de impregnagdo por prata da regido organizadora de nucléolo
(AgNOR) utilizada, ¢ uma modificagdo da classica, utilizada pelo Laboratério de Citologia
do Departamento de Anatomia Patologica — FCM/UNICAMP. As etapas a seguir foram
introduzidas na técnica para manter a coloracdo do material estavel, pois observa-se que
algumas laminas se descoram rapidamente: colocar as ldminas em cuba de vidro contendo
solugdo de metabissulfito de sédio 0,1% por 3min., lavar em agua destilada e colocar em
cuba de vidro contendo tiossulfato de sodio 2% por 3min. e lavar novamente em agua
destilada (TREVISAN, et al., 1998).

3.2. METODOS
3.2.1. Coleta

A coleta foi realizada logo apds a morte do animal, num tempo que variou entre

2 a 20min..

O material foi, posteriormente, avaliado por 2 observadores.
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3.2.2. Confec¢ao das laminas
3.2.2.1. Raspado de figado

Com o uso de navalha, foi feito raspado de cortes transversais de figado de cées

recém-sacrificados, seguido de esfregaco em lamina de vidro.

De cada cdo, foram coletadas 4 amostras de figado, sendo 1 ldmina colocada
em tubo contendo a solug@o fixadora teste (SFX) e 3 laminas colocadas em tubo seco (sem

fixador, deixando secar por 1h a 192hs).

3.2.2.2. Raspado de linfonodo

Com o uso de navalha, foi feito raspado de cortes transversais de linfonodos

mesentéricos de cdes recém-sacrificados, seguido de esfregaco em lamina de vidro.

De cada cio, foram coletadas 4 amostras de linfonodo, sendo 1 lamina colocada
em tubo contendo a solugdo fixadora teste (SFX) e 3 laminas colocadas em tubo seco (sem
fixador, deixando secar por 1h a 192hs).

3.2.2.3. Técnicas de fixacao
e Fixa¢do imediata com solugdo fixadora teste (SFX).

O material citologico foi fixado por no minimo lh, e depois hidratado por
10min em agua destilada. Em seguida, foi realizada a técnica de colorag¢do por G/HE.

e Fixacdo em temperatura ambiente por dessecagao

= Sem pos-fixagdo
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Apos a secagem do esfregaco na ldmina, foi realizada a coloragdo de
Leishmann (L).

= Pos- fixagdo com dlcool 95% (AL)

Apos a secagem do esfregaco na lamina, este foi hidratado em solucdo de
Hanks por 15min. Depois as laminas foram colocadas em solu¢do de saponina a 0,1%
durante 40 segundos a temperatura ambiente, e colocadas imediatamente em solu¢do de

gluconato de calcio a 0,3% por 2min. a temperatura ambiente.

Em seguida, as ldminas foram fixadas em 4dlcool 95% durante 10min em
temperatura ambiente, ¢ depois hidratadas por 5Smin em agua destilada. Foi realizada em

seguida a técnica de coloracdao por G/HE.
= Pos-fixacdo com alcool/formol (ALFO)

ApoOs a secagem do esfregaco na lamina, este foi hidratado em solucdo de
Hanks por 15min. Depois as ldminas foram colocadas em solugdo de saponina a 0,1%
durante 40 segundos a temperatura ambiente, e colocadas imediatamente em solugdo de

gluconato de célcio a 0,3% por 2min. a temperatura ambiente.

Em seguida, as laminas foram fixadas em alcool-formol durante 15min em
temperatura ambiente, e depois hidratadas por 5Smin em agua destilada. Foi realizada em
seguida a técnica de coloragdo por G/HE.

A preparacdo das solugdes se encontra no apéndice.
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3.2.2.4. Avaliagao dos esfregacos

A avaliagdo se fundamenta na importancia da qualidade da morfologia celular e

do esfregaco como um todo para o exame citopatologico. Com a graduacdo de 0 a 4

podemos avaliar semi-quantitativamente a qualidade da imagem do nucleo; do citoplasma;

do fundo do esfregaco, a quantidade de hemédcias; e a qualidade das reagdes histoquimicas e

imunocitoquimicas.

As caracteristicas especificas de cada estrutura celular e reagdes sdo

relacionadas nas Tabelas 1, 2, 3,4, 5e 6.

TABELA 1. Avaliacdo da interferéncia do material de fundo na leitura dos esfregacos
citolégicos analisados.

INADEQUADO 0

RUIM 1
ACEITAVEL 2
BOM 3
OTIMO 4

Nido permite avaliacdo citologica, devido a existéncia de, pelo
menos, uma das seguintes alteragdes: excesso de material
proteiniceo ou de hemacias no fundo; células muito

aglomeradas.

Existéncia de material proteinaceo, hemacias e células

aglomeradas, dificultando a avaliacéo citoldgica.

A presenca de material proteinaceo, hemacias e células

aglomeradas ndo comprometem a avaliag@o citologica.

Pouca quantidade de material proteinaceo, hemacias e

aglomerados celulares.

Quantidade minima ou inexistente de material proteinaceo,

hemacias e aglomerados celulares.
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TABELA 2. Avaliagio da qualidade de preservagdo citoplasmatica nos esfregacos

citologicos analisados.

INADEQUADO 0  Citoplasmas fundidos.

RUIM 1  Citoplasma muito condensado e fundido.

ACEITAVEL 2 A maior parte do citoplasma ¢ identificavel.

BOM 3  Citoplasma nitido, com detalhes de vacuolizagio.

OTIMO 4  Todos os detalhes celulares estio bem preservados, sem

distor¢do ou retragdo, nem entumescimento.

TABELA 3. Avaliagio da qualidade de preservagdo nuclear nos esfregacos citologicos
analisados.

INADEQUADO 0 Nucleos com cromatina indistinta.

RUIM 1 Nuacleos contraidos com cromatina compactada ou

pouco individualizada.

ACEITAVEL 2 A cromatina ¢ identificavel, embora um pouco

compacta. nucleo distinto.
BOM 3 A cromatina e a carioteca sdo nitidas.

OTIMO 4 Todos os detalhes celulares estdo bem preservados,

sem distor¢do ou retragao.
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TABELA 4. Avaliagdo da interferéncia da quantidade de hemacias na leitura dos
esfregacos citologicos analisados.

AUSENTE 0 Nao ha presenga de hemacias
POUCA 1 Poucas hemacias esparsas, mostrando auséncia em alguns campos.
MODERADA 2 Vérios campos com hemdcias, porém sem superposi¢do com as

células epiteliais.
GRANDE 3 Muitos campos com hemadcias entre e sobre as células epiteliais.

ABUNDANTE 4 Hemacias cobrindo quase todas as cé€lulas, vistas em pequeno

aumento (20x)

TABELA 5. Avaliagdo da intensidade da reag@o para AgNOR ou auséncia de reagdo nos
esfregacos citologicos analisados.

0 Auséncia de reagdo
1  Pontos muito discretos, muitos nicleos sem reag@o positiva.
Pontos evidentes, porém com pouca defini¢do, dificultando a contagem.

Pontos evidentes com boa defini¢do em pelo menos metade das c€lulas

S W N

Pontos perfeitamente distintos e bem corados em todas as células.

TABELA 6. Avaliacdo da intensidade de reagdo para PAS, CEA e 35Bhl1, ou auséncia de

rea¢io nos esfregacos citologicos analisados.

0 Auséncia de reacdo

1 Discreta reagao em poucas células.

2 Algumas células bem coradas e muitas sem reagdo

3 Muitas células bem coradas, porém a reagdo ndo foi uniforme no esfregaco inteiro.

4 Reacdo nitida e bem definida em todas as c€lulas.
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3.2.3. Testes estatisticos

As pontuacdes entre os dois observadores foram comparadas pelo teste de

Spearman para postos.

Para as comparacGes entre os 4 grupos de diferentes técnicas de fixacdo, foi

aplicado o teste de Friedman.
O nivel de significancia foi definido como < 0,05.

A correcdo do erro alfa foi feita de acordo com Cross and Chaffin (CROSS &
CHAFFIN, 1982).

Pelo teste de Spearman, foi detectado influéncia da variagdo do tempo entre

coleta da amostra e processamento da mesma (1h a 192hs), na qualidade do esfregaco.

Materiais ¢ Métodos
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E  —— 4. RESULTADOS



4.1. FIGADO E LINFONODO
4.1.1. Quantidade de hemacias

Foi observado na maioria dos laminas, tanto de figado como de linfonodo, uma
“escassa ou pequena” quantidade de hemacias no fundo dos esfregacos secos ao ar tratados
pela solugdo de saponina e pés-fixados por alcool 95% e por alcool-formol. A minoria foi
avaliada como "moderada" quantidade de hemacias, traduzida pelos restos celulares
resultantes da hemolise, que permaneceram no esfregagco (Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11)

(Figuras 5 e 6).

Nos esfregacos fixados imediatamente pela SFX teste contendo saponina em
sua formulagdo, foi observado “pequena ou moderada™ quantidade de hemacias na maioria
dos casos, tanto para figado como para linfonodo. Os esfregagos tratados pela SFX
apresentaram usualmente a presenca de grande quantidade de restos celulares, resultantes
da hemolise, aderidos a ldmina, mas sem interferir na leitura das células (Tabelas 7, 8, 9,
10 e 11) (Figura 3).

Os esfregacos secos ao ar sem pds-fixacdo apresentaram uma quantidade
variavel de hemicias (“moderada ou grande ou abundante™) (Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11)
(Figura 4).

4.1.2. Citoplasma e niicleo

A preservagdo da morfologia do nicleo e do citoplasma foi predominantemente
avaliada como “boa ou 6tima”™ nos esfregacos fixados imediatamente pela SFX teste, tanto

no figado como no linfonodo (Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11) (Figura 3).

O nucleo e o citoplasma de linfocitos e hepatdcitos foram satisfatoriamente
preservados tanto nos esfregacos secos ao ar sem pos-fixagdo, como nos esfregagos pos-

fixados por alcool 95% e por alcool-formol (Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11) (Figuras 4, 5 e 6).
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FIGURA 3. Esfregaco de figado fixado imediatamente pela solugdo fixadora SFX. Nucleos
e citoplasmas bem preservados e restos de hemécias no material de fundo,
contudo sem interferéncia na avaliagdo citologica. Aumento da objetiva,

emersao.

FIGURA 4. Esfregaco de figado seco ao ar sem pos-fixagdo, corado por LEISHMANN.
Grande quantidade de hemdcias sobre e entre as células, podendo interferir na
avaliagdo da ldmina. Os nicleos e citoplasmas sdo satisfatoriamente

preservados. Aumento da objetiva 20x.
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FIGURA 5. Esfregaco de figado seco ao ar e pos-fixado em alcool 95%. Remog@o intensa
da quantidade de heméacias do material de fundo com boa preservacdo da

morfologia nuclear e citoplasmatica. Aumento da objetiva 40x.

FIGURA 6. Esfregaco de figado seco ao ar e pos-fixado em alcool-formol. Remogdo
intensa da quantidade de hemacias do material de fundo com boa

preservagio da morfologia nuclear e citoplasmatica. Aumento da objetiva
20x.
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4.1.3. PAS e AgNOR

A solucdo fixadora mostrou excelentes resultados nas amostras de figado,
superando com destaque os demais fixadores, especialmente na reacdo do PAS
(Tabelas 8 e 9).

Para as amostras de linfonodo o PAS foi excelente nos esfregagcos secos ao ar
sem pos-fixagdo, e para os esfregacos submetidos as outras técnicas de fixagdo foram

negativas as reacoes (Tabelas 10 e 11).

A técnica de AgNOR, para amostras de linfonodo, apresentou uma variagdo dos
resultados bons e ruins nos esfregacos submetidos as diferentes técnicas de fixag@o, sendo
um numero insuficiente de casos testados, ndo alcangando poder estatistico. O grupo da

SFX teve um resultado mais constante, avaliados entre 2 e 3 (Tabelas 8,9, 10 e 11).

4.1.4. Reagoes imunocitoquimicas

A solugdo fixadora obteve melhores resultados, embora os esfregagos pos-

fixados por dlcool 95% e por élcool-formol também tenham mostrado resultados proximos
em qualidade. Chama a atengéo que para todos os esfregagos secos ao ar, sem pds-fixagéo,

foram negativos as reagdes imunocitoquimicas (Tabelas 8 e 9).

As diferentes técnicas de fixacdo citologica (AL, ALFO, SE e SFX) foram

avaliadas em relacdo aos seguintes parametros, de acordo com a leitura de cada observador:
= qualidade da morfologia celular;

= interferéncia da quantidade de hemacias e de material de fundo na leitura da

lamina;

= presenga ou auséncia de reagdo para as técnicas de AgNOR, PAS e

imunocitoquimica;

= nivel de significancia do teste de Friedman sobre cada item citado acima. de

acordo com a leitura de cada observador (P).

As tabelas em seguida mostram detalhadamente o “ranking™ dos resultados.
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TABELA 7. Avaliagio das técnicas de fixagdo AL, ALFO, SE, SFX e P em esfregacos de

figado pelo observador 1 (primeira leitura).

FIGADO

(A.C.M.S.) AL ALFO SE SFX P
Fundo 3,03 2,60 2,32 2,03 0,005
Hemécias 2,47 2,20 0,09 1,26 <0,0001
Citoplasma 2,83 2,43 1,75 2,74 <0,0001
Ntcleo 2,09 1,91 2,46 3,53 <0,001

TABELA 8. Avaliagdo das técnicas de fixagdo AL, ALFO, SE, SFX e P em esfregacos de

figado pelo observador 1 (segunda leitura).

FIGADO
(A.C.M.S.)2X AL ALFO SE SFX P
FUNDO 3,24 3.09 1,01 2,64 <0,0001
HEMACIAS 1.70 1,74 3,86 2,68 <0,0001
CITOPLASMA 2,72 2,41 .57 3,3 <0,0001
NUCLEO 2,22 2,25 1,86 3,66 <0,0001
PAS 1,80 2,40 1,80 4,00 0.02
AgNOR 2,83 2,33 1,16 3,66 0,12
CEA 3,10 2,80 1,40 2,70 0.16
35BH11 2,83 2.33 1,50 3,33 0,35
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TABELA 9. Avaliagdo das técnicas de fixagdo AL, ALFO, SE, SFX e P em esfregacos de

figado pelo observador 2.

FIGADO

(M.A.S.T.) AL ALFO SE SFX P
Fundo 3.00 2,64 2,26 2,10 0,063
Hemacias 2,36 212 0.18 1.34 <0,0001
Citoplasma 2,66 2,68 1,42 3,24 <0,0001
Nucleo 2,04 2,44 2,16 3,36 0,001
PAS 1.80 2,40 1.80 4,00 0,20
AgNOR 2,83 233 1,16 3,66 0,12
CEA 3,10 2.80 1.40 2,70 0,16
35BH11 2,83 233 1,50 3,33 0,35

TABELA 10. Avaliagdo das técnicas de fixacdo AL, ALFO, SE, SFX e P em esfregaco de

linfonodo pelo observador 1 (primeira leitura).

LINFONODO
(A.C.M.S.) AL ALFO SE SFX P
Fundo 2,59 2,55 3,00 1,85 0,001
Hemacias 2,07 2,15 1,49 0,30 <0,0001
Citoplasma 2,20 2,05 2,79 2.94 0,005
Nucleo 1.86 1,87 2,40 3,85 <0,0001
PAS 1,90 2,20 4,00 1,90 0.02

AgNOR 2,70 2,70 1,90 2,70 0,70
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TABELA 11. Avaliagio das técnicas de fixagdo AL, ALFO, SE, SFX e P em esfregaco de

linfonodo pelo observador 1 (segunda leitura).

LINFONODO

(A.C.M.S.)2x AL ALFO SE SFX P
Fundo 3.0 3,02 1,44 2,60 <0,0001
Hemacias 1,90 1,69 3.83 2.57 <0,0001
Citoplasma 2,16 2,01 213 3. <0,0001
Nucleo 1,96 1,95 2,09 4,0 <0,0001
PAS 1,90 2,20 4,00 1,90 0,027
AgNOR 2,69 2,70 1,80 3,0 0,55

De acordo com as tabelas abaixo, o coeficiente de correlagdo entre os 2

observadores, mostra um alto indice de reprodutibilidade:

TABELA 12. Coeficiente de correlaco entre 2 observadores na avaliagdo de esfregaco de

figado pela técnica de pds-fixagdo em alcool 95%.

ALCOOL COEFICIENTE P
Fundo 0,936 6 10™
Hemiécias 0,915 16516
Citoplasma 0,858 4-10*

Nucleo 0,702 8:10°
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TABELA 13. Coeficiente de correlagio entre 2 observadores na avaliagio de

esfregaco de figado pela técnica de pos-fixagdo em dlcool-formol.

ALCOOL-FORMOL COEFICIENTE P
Fundo 0,853 610"
Hemécias 0,795 19,7 107
Citoplasma 0.873 1210°
Niicleo 0,855 50

TABELA 14. Coeficiente de correlagdo entre 2 observadores na avaliagdo de esfregaco de

figado pela 1écnica de fixag@o a seco corada por LEISHMANN.

SECO COEFICIENTE P
Fundo 0,849 810"
Hemicias 0.617 10-10*
Citoplasma 0,927 2.5-10%
Nicleo 0.898 10710

TABELA 15. Coeficiente de correlagdo entre 2 observadores na avaliagdo de

esfregagco de figado pela técnica de fixacdo imediata na solucdo fixadora

SFX.
SFX COEFICIENTE P
Fundo 0,832 25107
Hemécias 0,898 1110
Citoplasma 0,789 2,8-10°
Ntcleo 0,600 1510
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O tempo entre a coleta das amostras e processamento das mesmas, pode

influenciar a qualidade do esfregaco.

Foi observado que na técnica de fixacdo imediata pela SFX teste, a variacdo do
tempo entre coleta das amostras de figado e linfonodo, e processamento das mesmas ndo
influenciou na preservacdo da morfologia celular, nem na remo¢io de hemacias (Tabelas

16 ¢ L7).

As amostras de figado secas ao ar sem poé-fixagdo ndo sofreram nenhuma
influéncia significativa na qualidade do esfregaco. Ja as amostras de linfonodo, na mesma
técnica de fixagdo, apresentaram uma queda na preservagdo da morfologia celular (Tabelas

16 e17).

Nas técnicas de pos-fixacdo, onde o material permaneceu seco ao ar por muito
tempo até ser processado, foi observada uma queda na qualidade da preservacdo da

morfologia celular de hepatécitos e linfocitos (Tabelas 16 e 17).

TABELA 16. Coeficiente de correlagdo (Spearman) entre o tempo percorrido
de coleta e o processamento da amostra de figado, e a qualidade dos

esfregagos nas diferentes técnicas de fixacao.

FIGADO
(A.C.M.S.) FUNDO HEMACIAS NUCLEO CITOPLASMA
AL -0,049 (p=0,76) 0,23 -0,31 0,17
(p=0,14) (p=0,046) (p=0,29)
ALFO 0,13 0,25 -0,6 -0,14
(p=0.4) (p=0.10) (p=4.48.107) (p=0,36)
SE 0,16 0,028 0,15 0,22
(p=0,30) (p=0.86) (p=0,34) (p=0,14)
SFX -0,12 -0,12 -0,17 0,15
(p=0.44) (p=0,44) (p=0,28) (p=0,32)
Resultados ONICAM
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TABELA 17. Coeficiente de correlagdo (Spearman) entre o tempo percorrido

de coleta e o processamento da amostra de linfonodo, e a qualidade dos

esfregacos nas diferentes técnicas de fixacdo.

LINFONODO
(A.C.M.S.) FUNDO HEMACIAS NUCLEO  CITOPLASMA
AL -0,44 (p=0,003) 0,09 -0,46 -0,47
(p=0,56) (p=0,002) (p=16,5.10")
ALFO -0.53 0,35 -0,48 -0,42
(p=3,22.10" (p=0,024) (p=15,8.10"4 (p=0,006)

SE -0,34 0,14 -0,62 -0,7
(p=0,03) (p=0,36) (p=12,18.10%)  (p=4,84.107)

SFX -0,35 (p=0,022) 0,07 0,0 -0,1

(p=0.66) (p=0.0) (p=0.,48)
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As técnicas desenvolvidas em nosso estudo, utilizaram saponina como agente

hemolisante, como foi descrito por UMLAS (1972).

Este autor desenvolveu cinco técnicas diferentes, adicionando a saponina em

diferentes etapas do processo, ou usando esfregacos fixados por diferentes fixadores.

No primeiro experimento a saponina foi adicionada a um sedimento sangiiineo
resultante de centrifugacdo de material liglildo-hemorragico, que foi agitado por inversdo.
Esta suspensdo foi centrifugada novamente, e do novo sedimento, foi feito um esfregago,

posteriormente fixado em alcool 95% e corado.

No segundo experimento, o material ligiiido-hemorragico foi centrifugado e do
sedimento hemorragico obtido foi feito um esfregago, posteriormente fixado em Carnoy,

que, como a saponina, apresenta atividade hemolitica.

No terceiro experimento, o esfregaco hemorragico foi submetido a solugdo de
saponina, antes da secagem do material na lamina. Posteriormente o esfregaco foi fixado

em alcool 95%.

No quarto experimento, o esfregaco hemorragico foi primeiro fixado em dlcool

95%., e depois hemolisado pela saponina.

No quinto experimento o esfregago hemorragico foi fixado com spray de élcool

isopropilico, e depois hemolisado pela acdo da saponina.

Em todos estes experimentos, a saponina foi adicionada somente as células nio
fixadas e ndo secas.

Uma comparagdo entre o esfregaco citologico seco ao ar/reidratado, fixado e
depois corado, e o esfregaco fixado tradicionalmente, feita num estudo, mostra que ndo
existe diferenga significativa na avaliagdo citologica do material, ou seja, as duas t€cnicas
preservam a morfologia celular com qualidade, ndo interferindo na andlise citolégica

(RANDALL & AMERONGEN, 1997).

Discussdo
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Baseados neste estudo, e com o intuito de facilitar a coleta do material,
queriamos desenvolver uma técnica de fixagdo simples e eficaz, contendo saponina como
agente hemolisante, e que pudesse ser aplicada para material seco. A manipula¢io deste
material (fixagdo, processamento e coloragdo) seria feita somente no laboratério, por
profissionais treinados, possibilitando um melhor controle de qualidade na confeccio das

laminas. Seria uma técnica pratica e util na rotina didria.

Aplicando os estudos de UMLAS (1972), significaria que o clinico/cirurgido
precisaria manipular material em suspensio ou o esfregaco ainda ndo seco, o que
certamente poderia trazer muitas fontes de erro na posterior analise citologica, pois ndo

teriamos um controle de qualidade na confec¢do das laminas.

Outros métodos tecnolégicos foram desenvolvidos para melhorar a qualidade
do esfregaco citologico eliminando material de fundo e hemacias, utilizando automagdo e
reagentes comercializados, como por exemplo o CytoRich Red e o ThinPrep Test.
(WEIDMANN et al, 1997; LINDER & ZAHNISER, 1997; CORKILL et al., 1997;
WILBUR et al., 1997).

Comprovamos em nosso estudo a acdo hemolitica da saponina numa técnica
simples e financeiramente praticavel na rotina laboratorial, inviabilizando a implantagdo

dos métodos citados acima, devido o custo elevado.

Visando a fixagdo imediata das células e ao mesmo tempo a lise das hemicias,
também desenvolvemos uma solug¢do fixadora composta por saponina, assegurando uma

técnica de preparacdo rapida do esfregago citolégico € também praticavel na rotina.

A técnica de fixagdo imediata das células pela solucdo fixadora foi considerada
melhor na preservacdo da morfologia nuclear e citoplasmatica, quando comparada com as
outras técnicas de fixacdo desenvolvidas em nosso estudo. Porém, a remo¢do do material de

fundo e hemécias € destacada nas técnicas de pos-fixac¢do.

Comparando os resultados das avaliagdes citoldgicas nas diferentes técnicas de
fixagcdo, conclui-se que ndo ha fixador ideal, pois a menor interferéncia do material de

fundo e das hemacias foi observada nas técnicas de pos-fixagdo “AL” e “ALFO”. Por outro
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lado, a preservagdo do nucleo e do citoplasma foi considerada melhor nos esfregagos

fixados imediatamente na solugdo “SFX™.

Portanto. se o objetivo for apenas diminuir a quantidade de hemécias, é

recomendavel as técnicas de pos-fixacdo nos esfregacos secos ao ar.

Porém, a melhor preservacao da morfologia celular, pardmetro considerado por
nos como mais importante, bem como excelentes resultados com reacdes histoquimicas

foram observados apos fixagdo imediata pela solugdo fixadora teste (SFX).

A positividade para a reagdo imunocitoquimica foi satisfatoria no material pds-
fixado em alcool 95% e em alcool-formol. Isto pode ser talvez explicado pelo uso da
saponina antes da fixacdo, aumentando a permeabiiidade de membrana celular e de

organelas.

Como compromisso, seria “ideal” a introdugdo da técnica de pos-fixagdo “AL”
e/ou “ALFO” na rotina diaria, pois € praticavel, podendo utilizar as laminas com esfregaco

S€CO ao ar.

Desta maneira a qualidade final do esfregaco seria melhorada, possibilitando
um diagndstico mais apurado. A técnica de poés-fixagdo € simples e de baixo custo. O

tempo de processamento da lamina citolégica no laboratorio seria de 30min..

A solugdo SFX na técnica de fixagdo imediata mostrou excelentes resultados
quando avaliamos a preservacdo das estruturas celulares, como nucleo e citoplasma, porém
a remocdo dos restos celulares provenientes da hemolise € baixa, contudo nio interfere na

leitura da lamina citologica.
As vantagens da solugdo fixadora SFX no uso didrio seriam:
e técnica simples, rapida e de custo médio;

e coleta do material diretamente na solu¢do fixadora, que sera processado
somente no laboratorio, evitando quaisquer erros técnicos na manipulagdo do

material;
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e em amostras sangiiinolentas facilita a avaliagdo citologica, mesmo quando a
remogdo de hemacias for baixa, pois ha hemolise e os restos celulares das
hemacias que permanecem aderidos & lamina, ndo interferem na avaliagdo

citologica;

e alta qualidade citologica, com preservagdo do citoplasma e nucleo; e ainda
agdo seletiva para hemdcias, pois na concentra¢do padronizada nio ocorre

destruicdo de outros elementos celulares.

Julgamos que a diminui¢do da quantidade de hemécias, sem a preservacdo do

nicleo e do citoplasma, ndo seria desejavel.

Portanto, os resultados produzidos pela fixagdo imediata com a SFX, ou seja,
nicleos e citoplasmas muito bem preservados, sdo considerados mais importantes na rotina

diagndstica e por isso recomendamos seu uso.

Sugerimos também o uso das técnicas de pds-fixagdo com alcool 95% e com
alcool-formol, pois a morfologia celular foi satisfatoriamente preservada, e tiveram

desempenho razoavel nas reagdes histoquimicas e imunocitoquimicas.

Deve-se ter cuidados especiais na manipulagdo da saponina, que podem tornar
seu uso desvantajoso, como: devido a sua toxicidade, recomenda-se o uso de capela; sua
acdo prolongada pode provocar danos estruturais nas células, portanto deve-se bloquear sua
atividade pela a¢do de ions calcio na solugdo de gluconato de célcio; o excesso de saponina
pode destruir componentes celulares da amostra em andlise, portanto deve-se utiliza-la em
concentracdo adequada (NEDELKOFF et al., 1961).

As laminas pés-fixadas ou sem pos-fixagdo, devem ser processadas num curto
espaco de tempo apds a secagem do esfregaco, assegurando uma melhor qualidade do
material para anlise. Acreditamos que a a¢do da saponina em material seco ao ar colhido

ha muito tempo, pode interferir na preservagdo da morfologia celular.

A remogdo de hemécias pela saponina em material paralelamente fixado por

alcool 95% € muito baixa. Hipotetizamos, que isto aconteca devido a forte adesdo das
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hemécias pelo fixador na lamina, dificultando a agdo hemolitica da saponina. Acreditamos
que 0 mesmo processo ocorre com a solucdo SFX, onde os restos celulares da hemolise

permanecem aderidos a lamina pela agdo do fixador.

A saponina com sua agdo controlada e em concentracdes adequadas altera
muito pouco a estrutura morfologica das células, podendo até ser usada na microscopia
eletronica. Sua atividade hemolitica € eficaz, possibilitando uma avalia¢do citologica livre

da interferéncia de hemacias e consequentemente um diagnostico mais apurado.

Portanto, apesar de suas desvantagens, seu uso na preparacdo de esfregagos

para andlise citologica seria de grande beneficio.

Apesar de UMLAS(1972) comparar a qualidade fial dos esfregagos no seu
trabalho, o autor ndo revela os critérios de avaliagdo, tampouco substancia objetivamente os
resultados desta avaliagdo. Além disto, a analise dos esfregagos foi realizada por apenas um

observador, o que nos leva a considerar os resultados relativamente inseguros.

No nosso estudo a anilise dos esfregacos foi feita por dois observadores,
possibilitando a avaliagio da reprodutibilidade dos resultados. Além disto tentamos
desenvolver um sistema de avaliacio mais objetivo possivel, visando a preservagdo da
morfologia celular; interferéncia da quantidade de hemécias e do material de fundo na
leitura do esfregago citologico, incluindo também a reatividade celular em relagdo as

técnicas histoquimicas e imunocitoquimicas realizadas.

Encontramos na literatura pardmetros de avaliagdo semelhantes ao usado neste
estudo, como a quantidade de material de fundo e de hemdcias, e preservagdo da
morfologia nuclear (carioteca, textura da cromatina) e citoplasmatica (membrana celular)
(BOSTWICK et al., 1994; WEIDMANN et al., 1997), o que valoriza a nossa tentativa.

Apesar do método de leitura por observadores ser ainda subjetivo, os
coeficientes de correlagdo calculados entre os dois observadores mostraram uma boa

reprodutibilidade, validando o nosso sistema de avaliagao
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Embora ndo exista um fixador ou solucdo fixadora ideal, como ja visto na

introdugao, neste trabalho também chegamos a esta conclusio.

Ficou provado neste trabalho que a solu¢do SFX preserva melhor (muito bem) o
nucleo e o citoplasma, tanto no figado como no linfonodo. A hemdlise ¢ eficaz, porém os
restos celulares permanecem como material de fundo. As reagdes histo- e
imunocitoquimicas foram excelentes no figado, porém, nem tanto no linfonodo. E

recomendado seu uso atentando para o fato de seu prazo de validade ser curto (10 dias).

A acgdo prévia da saponina em esfregagos secos ao ar, com pos-fixagdo em
alcool 95% ou em alcool/formol, remove melhor as hemacias. A preservagdo celular € boa

e o desempenho na reagdes histo- e imunocitoquimicas € razoavel.

Considerando que a SFX ndo é comercializada, que precisa ser preparada no
laboratério e enviada ao ambulatério ou consultério do médico, que a sua validade é
limitada e que seu desempenho foi excelente em todos os itens, recomendamos seu uso

num local com boa cooperag¢ao interdisciplinar, entre o laboratério e os demais servigos.

Considerando que o esfregaco seco ao ar € de facil execu¢do, que a passagem
em saponina retira suficientemente as hemacias € que a pos-fixagdo tanto pelo alcool 95%,
como pelo alcool-formol é adequada a morfologia celular, recomendamos seu uso sem

restrigoes.

Desta forma, a escolha de um fixador deve ser feita conforme a prioridade do

exame.

Conclusdo
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Saponins, a group of enzymatic hemolysins derived from a variety of plants,
may be helpful in the preparation of hemorrhagic cell samples by clearing the background.
The aim of our study was to investigate, whether saponin may be helpful in removing the
red cell background in routine, air-dried cytologic preparations in comparison with

immediately fixed slides.

Cytologic touch preparations from liver and lymph nodes from mongrel dogs

were processed as following:

1. SFX group — Smears were immediately put into the fixative SFX, composed
of an aqueous, phosphate buffered solution containing 50% ethanol and 2%
formldehyde and 0,1% saponin.

2. Conventional staining (SE) — Smears were air-dried for at least 30 minutes

and than stained according to Leishmann.

3. Alcohol- postfixation (AL) — Air dried smears were rehydrated and
incubated in a 0,1% saponin solution and then fixed in 95% alcohol and

stained with the modified Giemsa-haematoxilin staining.

4. Formol-Alcohol postfixation (FOAL) — Air dried smears were rehydrated and
incubated in a 0,1% saponin solution and then fixed in formalin-alcohol

solution and stained with the modified Giemsa-haematoxilin staining.

Staining quality was rated by a score and the results were compared by the
Friedman test (Winstat 3.1 software).

The best results regarding the visualization of nuclear and cytologic details
were achieved in the group with immediate fixation in formol-alcohol solution containing
0,1% saponin, although there was only a small clearing effect of the red blood cell
background. On the other hand this effect was pronounced in air-dried specimens, although
the quality of the cytologic visualization was inferior.
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In conclusion, there is no method which provides both excellent staining results
and maximum red blood cell clearing. As a compromise saponin-induced lysis of red blood
cells in air-dried specimens followed by fixation with alcohol results in both reasonable

removal of red blood cells, as well as a good preservation of cytologic details.

Summary
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9.1. TECNICAS HISTOQUIMICAS E IMUNOCITOQUIMICAS

Antes de realizar as técnicas de Acido Periodico de Schiff (PAS), impregnacio

com a prata em regido organizadora nucleolar (AgNOR) e Imunocitoquimica, as laminas

previamente coradas por G/HE foram desmontadas em xilol e descoradas em alcool

acidulado no momento da reagdo; procedimento rotineiro em laboratorio de citopatologia,

devido a localiza¢do de areas alteradas presente somente em determinada ldmina. ou até

mesmo escassez de material.

9.1.1. PAS (ARMED FORCES, 1957) (LILLIE, 1965)

Foram submetidas a esta técnica laminas de 5 cdes (20 laminas de figado e 20
laminas de linfonodo).

Lavar as laminas em agua corrente;

Passar em agua desionizada;

Incubar por 30min. em 4cido periddico a 0,5% em temperatura ambiente;
Lavar 5 vezes consecutivas em agua destilada (em abundancia);

Retirar o excesso de agua;

Colocar as 1daminas no Reativo de Schiff por 15min.;

Repousar as laminas em cuba contendo agua da torneira por Smin.;

Retirar as laminas e lava-las em agua corrente por Smin., até a agua

permanecer limpa, retirando todo excesso do reativo;

Corar com Hematoxilina de Harris por 10s. e lavar com agua corrente por
Smin.;

Passar 2 vezes no alcool absoluto;

Passar 2 vezes no xilol, e montar a lamina.
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ACIDO PERIODICO A 0,5% PARA A REACAO DO PAS
= (),5g de cristais de ac. periddico;

= Agua destilada - 100ml;

REATIVO DE SCHIFF PARA REACAO DO PAS
= Aquecer 200ml de agua destilada até a ebuli¢do;
= Tirar do fogo;

= Adicionar lg de fucsina basica granulada, cuidadosamente, evitando reagao

térmica;

® Filtrar (quando a temperatura estiver em aproximadamente 60°C), agitando

sempre, até que fique na temperatura ambiente;
= Adicionar 1g de metabissulfito de sodio;
= Adicionar 20ml de acido cloridrico (HCI);
= Continuar agitando por mais 3 horas;
= Repousar a solugdo durante toda noite;
= Adicionar 2g de carvdo ativado;

= Agitar por uma hora;

Filtrar;

*estocar o corante a 4 —8°C.
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9.1.2. AgNOR (PLOTON, 1986)

Foram submetidas a esta técnica, laminas de S cdes (20 laminas de figado e 20

laminas de linfonodo).
= Escorrer 0 excesso de dgua das ldminas;

» Colocar as laminas num recipiente fechado, ao abrigo da luz, sobre um

suporte que as deixe niveladas;
= Cobrir as 1dminas com a solugdo de prata (Ag) e fechar a caixa;
= Incubar por 30min. em temperatura ambiente, independente da época do ano;
= Retirar as laminas da recipiente fechado e coloca-las em cuba de vidro;
= Lavar com agua destilada por 3min. ou 6 vezes;
= Colocar em solucio de metabissulfito de sodio a 0,1% por 3min.;
= Lavar com agua destilada suficiente para retirar 0 excesso;
= Colocar em tiossulfato de sodio a 2% por 3min.;
= Lavar em agua destilada;
= Passar as lJAminas em 3 cubas de alcool absoluto;

= Passar as laminas em 2 cubas de xilol e montar.

SOLUCAO DE PRATA
= O9g de nitrato de prata;
= 9ml de gelatina 2%

= 18ml de 4dgua (dissoluc@o da prata na agua).
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GELATINA A 2%

= ]g de gelatina

= 49,5ml de agua destilada
s 0,5ml de acido formico

*solugdo estocadaa 4 — 8° C

9.1.3. IMUNOCITOQUIMICA (SANTOS, et.al, 1999)

Para a realizagio desta técnica foram doados pelo Laboratério de Anatomia
Patologica Experimental — FCM/UNICAMP, os seguintes anticorpos: 35BH11
(citoqueratina 8, de baixo peso molecular, caracteristica de epitélio simples de acinos e
ductos glandulares, mas ausente nos epitélios escamosos. Espera-se positividade apenas nos
carcinomas nio escamosos), e o anticorpo CEA policlonal (antigeno carcinoembriondrio,
marcador epitelial, usado na caracterizagdo do sitio de origem de uma variedade de
carcinomas; sdo uteis na marcagio da borda luminal do canaliculo biliar em

hepatocarcinomas) (MELLO & ALVES, 1999).

Foram submetidas a esta técnica 10 figados, sendo 5 examinados com o
anticorpo 35BH11 e os outros com o anticorpo CEA policlonal, num total de 40 laminas,

considerando as 4 variacdes de técnica de fixagdo (AL, ALFO, SE, SFX) para cada caso.

Os casos de n° 20, 21, 22, 38 e 39 foram escolhidos para reagdo com 0
anticorpo 35 PHI11, enquanto os de n° 33, 34, 35, 36 e 37 foram escolhidos para reagdo com
o anticorpo CEA policlonal.

As reagdes foram confirmadas com a utilizagdo de controle positivo para o
anticorpo 35BHI11 e para o anticorpo CEA policlonal, e realizada sem bloqueio de

peroxidase endogena.
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Desmontar as laminas;
Escorrer o excesso de xilol;

Hidratar, passando por alcoois em concentragdes decrescentes de 96%. 80%

e 50% (lavar 2min. por vez);

Repousar as laminas em agua destilada por Smin.;

Trocar a agua da cuba e lavar por mais Smin.;

Lavar com o tampao PBS (2 vezes de Smin. cada, no agitador);
Delinear a 4area da ldmina que contém o esfregaco com caneta Nankin;
Colocar as laminas novamente em cuba contendo PBS;

Diluir os anticorpos em PBS + soroalbumina-bovina(BSA), sendo 1:50 a
diluicdo do 35pH11 e 1:1000 a diluicdo do CEA policlonal;

Preparar quantidade suficiente para 200ul. de anticorpo por ldmina (devido a

extensao do esfregaco);

Pingar 200ul. do anticorpo em suas respectivas laminas, enxugando

primeiramente o excesso de PBS com papel de filtro;

Incubar as laminas por 30min. a 37°C (estufa) em bandeja imida e tampada

com aluminio para abrigo da luz;
Incubar a 4°C/geladeira durante toda a noite;
Lavar as laminas em agua destilada;

Colocar em tampéo PBS e lavar 3 vezes por Smin. cada em agitador;
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Cobrir o esfregaco com 200ul. de “multilink E453”(pool de anticorpos
secundarios anti-camundongo e anti-coelho, biotinilados) e incubar em
estufa a 37°C/1 hora. Retirar o excesso do “multilink E453” com 3 lavagens

de Smin. cada com PBS no agitador.

Pingar 100 ul do Complexo Avidina-biotina-peroxidase(ABC), que deve ser

preparado 30min. antes do uso;

Incubar as ldminas em estufa a 37°C por 40min.;
Passar as laminas em agua destilada;

(Colocar as ldaminas em cuba contendo PBS;

Transferir as lJdminas para uma cuba contendo PBS aquecido (37°C/15min.)
+ 100ul de diaminobenzidina(DAB) + 100 ul de dimetilsulféxido(DMSO) +
500 pl de agua oxigenada 30%;

Incubar por Smin. em estufa a 37°C;

Colocar as laminas em cuba contendo apenas PBS;

Retirar as laminas uma a uma, escorrendo e lavando-as em agua corrente;
Contra-corar as laminas com hematoxilina de Harrys;

Lavar em agua destilada;

Desidratar, passando em trés cubas, contendo xilol;

Montar o esfregago com laminula, utilizando resina sintética.
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9.2. COLORACOES
9.2.1. GIEMSA/HE (G/HE)

e colocar as lAminas na cuba de coloragdo e preencher com solucdo de Giemsa

concentrada (passagem);
e lavar com dgua corrente e retirar 0 €Xcesso;
e cobrir a cuba com hematoxilina de Harris por 8s.;
e lavar com agua corrente para retirar 0 €Xcesso;
e passar nos alcoois I, IT e III;
e passar no xilol I, II e III;

e montar as laminas, colocando resina sintética e laminula

9.2.2. LEISHMANN (MAIA, 1967)

cobrir as lAminas, uma a uma, com Leishmann, usando papel de filtro para

reter residuos;
e deixar de 3 a 4 minutos;
e diluir com agua (gotas), a solu¢@o de cada lamina;
e deixar por 20 minutos;
e lavar em agua corrente;
e deixar secar;

e montar a lJAmina seca com resina sintética e laminula.
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9.3. PREPARACAO DE SOLUCOES

9.3.1. SOLUCAO FIXADORA (SFX) — (1:1, ALCOOL 95% E FORMALINA
TAMPONADA)

e 50% de alcool 95%:;
e 50% de formalina tamponada;
e 0,1% de saponina;

*solucdo estocada valida por 10 dias a 4 — 82 C.

9.3.2. SAPONINA A 0,1% (KEEBLER, 1993)
e 0,1g de saponina;
e 100ml de agua destilada;
e 0,02g de sal sodico do acido para-hidroxibenzoico

*solugdo estocada valida por 10 dias a 4 — 8°C

9.3.3. GLUCONATO DE CALCIO A 0,3% (KEEBLER, 1993)
e 0,3g de gluconato de calcio;
e 100ml de agua destilada;
e 0,02g de sal sodico do acido para-hidroxibenzo6ico

*solugdo estocada valida por 10 dias a 4 — L
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9.3.4. ALCOOL 95% (A)
e 95ml de alcool absoluto;

e 5ml de agua destilada

9.3.5. ALCOOL-FORMOL (AF)
e 50ml de alcool 95%:;

e 50ml de formalina tamponada

9.3.6. FORMALINA TAMPONADA
e 100ml de formalina;
e 900ml de H,0 destilada;
e 4g de fosfato de sodio monobasico
e 6,5g de fosfato de sodio dibasico

*solugdo estocada valida por 20 dias em lugar seco

9.3.7. SOLUCAO DE HANKS
e 8g de cloreto de sodio;
e 0,4g de cloreto de potassio;
e 0,06g de fosfato dissodico;

e 0,1g de sulfato de magnésio;
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e 0,14g de cloreto de célcio;

e 0,1g de cloreto de magnésio;

e 1g de dextrose;

e 0.35g de bicarbonato de sédio;
e 0,02g de vermelho de fenol;

e q.s.p. 11 de 4gua deionizada pH: 7,2

agitar por 1h

*solucio estocada a 4 — 8° C por 15 dias
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