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RESUMO

Andlise comparativa entre os resultados obtidos apos fixacdo com formol neutro a 10% e com Bouin (convencional) e os
resultados obtidos apos fixagao com essas mesmas solugdes acrescidas de NaCl na concentracdo de 0,7%. O orgdo-objeto
de andlise joi a glandula salivar submandibular do rato e o0s resultados foram avaliados apos coloragdes de H-E e tricromico
de Mallory e, ainda, mediante técnicas Histoquimicas para mucosubstincias e proteinas.

1 — INTRODUCAO

Embora pouco se conhega sobre os
mecanismos de a¢do dos fixadores qui-
micos e a natureza da fixa¢do em si,
a observagdo tem evidenciado que os
resultados em uma pesquisa podem
apresentar variagdes na dependéncia do
tipo de fixador utilizado bem como das
condi¢des de fixagao. Tais varia¢des sdo,
hoje, reconhecidas, algumas tendo, ja, si-
do demonstradas experimentalmente, o
gue se retrata em vdrias publicagées(z,

,9,10, 11

Tais considera¢es tém levado a se
adotar sistematicamente, em pesquisa
laboratorial, a andalise prévia do o6rgdo
a ser estudado, frente a sua reagdo a
diferentes fixadores e em diferentes
condigoes de fixa¢ao, de modo a se ob-
ter, antes de se efetuar a pesquisa pro-
priamente dita, o melhor padrio de fi-
xa¢do para o Orgdo-objeto da investiga-
¢do, nas condigdes que a referida
investigacao exija.

A par dessa acdo, ja largamente
aceita, tem-se proposto novas variantes
na formulagdo de solugdes fixadoras,
uma das quais tem sido a introdugéo,
em misturas fixadoras, de diferentes
sais ndo utilizados nas férmulas tra-
dicionais.

Sdo exemplos de experimentagoes
nesse particular os trabathos de BIR-
GE & TIBBITTIS(D), PAEGLE(7) e
ROSS(Y).

Sendo o formol e a solugdo de
BOUIN, os dois fixadores mais comu-

mente utilizados em Histologia, deci-
diu-se efetuar uma andlise de resulta-
dos obtidos com esses dois fixadores
acrescidos de cloreto de sédio a 0,7%,
segundo pesquisa efetuada por BIRGE
& TIBBITTS(!) em que os resultados
foram analisados em termos morfo-
métricos.

Nesta investigacao, optou-se pela
tentativa de avaliar os resultados em ter-
mos de qualidade da fixagdo e, princi-
palmente, em termos de qualidade da
coloragao resultante apés tratamento
com as diferentes solugdes fixadoras.

Elegeu-se para essa andlise, as glin-
dulas salivares submandibulares do rato
por serem Or1gaos constantemente estu-
dados nos laboratérios de Histologia
da UEL, oferecendo assim maior segu-
ranga para andlise.

2 — MATERIAL E METODOS

Para a presente investiga¢do, foram
utilizadas as glandulas salivares subman-
dibulares de um rato (Rattus norver-
gicus var. albinus) macho, adulto,
criado no biotério da disciplina de His-
tologia.

O animal foi sacrificado apés jejum
de 12 horas por inalacdo de éter eti-
lico, procedendo-se, a seguir, a disse-
cagao da regido cervical e retirada de
ambas as glandulas submandibulares.

Quatro fragmentos de tamanho apro-
ximadamente iguais dos Orgaos retira-
dos, foram distribuidos entre as quatro
solugoes fixadoras: formol neutro(10%),

formol neutro com sal (NaCl a 0,7%),.
Bouin e Bouin com sal (idem).

Os fragmentos permaneceram nas
respectivas solugdes fixadoras por 24
horas, apds o que, o material fixado em
formol foi lavado em dgua corrente
durante 24 horas ¢ o material fixado
em Bouin foi transferido para élcool
70°. durante igual periodo. Seguiram-
se os procedimentos habituais de desi-
dratacdo, diafranizagao, impregnagao e
inclusao em parafina, tendo-se tratado
os vdrios fragmentos com os mesmos
tempos e incluidos em um s6 bloco.

Foram obtidos cortes em 7 mi-

crometros de espessura e submeti-
dos as  coloragbes pela  hema-
toxilina e Eosina e pelo tricrd-

mico de Mallory. Para avaliagio, frente
as reagoes histoquimicas, foram efetua-
dos: métodos do dcido periddico-Schiff,
para mucosubstancias neutras, segundo
MACMANUS(®); método do  Alcian
Blue a ph 2,5 para mucosubstincias
icidas, segundo LISON(#): método para
caracterizagao do radical beta-indolila
(triptofano) de LISON & PINHEIRO(3).

3 — RESULTADOS

Para os objetivos do presente traba-
lho, a andlise dos resultados, serd
limitada aos componentes da glindula
submandibular mais expressivos, como:
dcino, ducto granuloso e ducto estriado.

3.1. coloragac pela Hematoxilina-Eosina
3.1.1. Corte do mateiral fixado pelo
formol neutro
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Os dcinos apresentam-se regularmen-
te distribuidos. Pouco espaco periacinar.
Seus ndcleos apresentam-se hiperco-
rados e mal delimitados, sendo dificil
a visualizagdo da cromatina.

Os ductos granulosos apresentam-se
com uma preservagao deficiente, tanto
no citoplasma como dos limites das
células, mas com granulagdo evidente.
A luz desses ductos apresenta-se sem
limites precisos.

Nos ductos estriados, o citoplasma
das células também apresentou falhas
na preservagdo, mas com boa visuali-
zagao das estrias na parte basal.

3.1.2. Corte do material fixado pelo

formol neutro com sal
Os dcinos apresentam boa preser-

vagdo, semelhante a dos dcinos do cor-
te anterior.

Os ductos granulosos apresentam-se
com boa preservagdo, melhor do que
com o formol neutro, mantendo-se
mais regulares nos seus tamanhos e na
coloragdo. A preservagdo dos granulos,
nessas células, é acentuadamente me-
lhor.

Os ductos estriados apresentam-se
melhor preservados do que no corte
com o formol neutro, tanto nos seus
limites estruturais, como a sua luz,
citoplasma e nucleo. A visualizagio
da cromatina é melhor do que com o
corte com formol neutro.

~3.1.3. Corte do material fixado pelo
Bouin

v

Os acinos, embora bem delimitados,
sdo circundados por bastante espago
periacinar, indicando forte retragdo.

A coloragdo nos dcinos é apenas
satisfatéria. Nas células acinosas apare-
cem vactiolos. Os nficleos apresentam
boa preservagdo com limites e cromatina
bastante nitidos.

Os ductos granulosos apresentam-se
bem preservados, quanto aos limites
celulares e com luz definida. Seus
ndcleos apresentam boa preservagdo,
sendo a cromatina bem visivel.

Entretanto, a granula¢do € pratica-
mente invisivel.

Os ductos estriados apresentam boa
coloragd0o com cromatina bem visivel.

3.1.4. Corte do material fixado pelo
Bouin com sal.

E bastante reduzido o espago peria-
cinar.
Os dcinos apresentam-se, tanto na

preserva¢do como na colora¢do, melhor
do que com o Bouin, mas menos satis-
fatérios do que aqueles fixados pelo
formol com sal. Também aqui, ocorrem
vaciolos. Os nucleos estdo melhor pre-
servados do que com o Bouin.

Fig. 1 —
Material fixado
em formol
neutro.
Coloragdo

de Mallory.
1200X

Fig. 2 —

Material fixado
em formol
neutro,

acrescido de NaCl
a0,7%.

Coloragdo de
Mallory.

1200X
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Os ductos granulosos apresentam boa
preservagao, com limites bem delimi-
tados. Em todos os aspectos se assme-
lham aos ductos do corte com Bouin,
destacando-se também a boa coloragdo
€ preservagdo dos seus ntcleos. A colo-
ragdo desses ductos resultou melhor
do que nos cortes anteriores. Os granu-
los se fazem visiveis mas em muito me-
nor quantidade e com menor intensi-
dade de cor do que a dos cortes fixa-
dos em formol.

Os ductos estriados exibiram boa
preservagdo, com luz bem delimitada,
estrias bem definidas e limites bem

preservados. A cromatina € bem vis{-
vel, semelhante ao corte com Bouin.

3.2. Apos coloragio pelo tricromico
de Mallory
3.2.1. Corte do material fixado pelo

formol neutro

Os 4cinos apresentam-se nao muito
bem corados. Nos ductos granulosos,
este método de coloragdo evidencia
ainda mais a deficiéncia na preservagao,
notando-se claramente dreas de ruptura
e estravazamento de granulos. Estes
estdo bem corados (fig. 1). Nos ductos
estriados a coloragdo nuclear nao ¢é

boa mas a estriagdo basal estd bem evi-
denciada.

3.2.2. Corte do material fixado pelo
formol neutro com sal

Os 4cinos estdo corados mais forte-
mente, tanto quanto os nucleos de suas
células. Nos ductos granulosos o aspec-
to é melhor do que no corte anterior,
destacando-se uma granulagdo muito
bem preservada e corada (fig. 2). Nos
ductos estriados os resultados sdo idén-
ticos aos do corte anterior.

3.2.3. Corte fixado pelo Bouin

A coloragdo do Mallory real¢a os
espagos periacinares observados com
H-E. A coloragdo dos dcinos deixa a
desejar. Os ductos granulosos apresen-
tam-se com md coloragdo, sem evidén-
cia de grinulos (fig. 3). Nos ductos
estriados nota-se menor intensidade de
cor nas estriagdes.

3.2.4. Corte do material fixado pelo
Bouin com sal

Os 4cinos exibiram coloragdo melhor
em relagdo ao corte fixado pelo Bouin.
Nos ductos granulosos a coloragdo ¢€
boa com evidéncia de pequena quantida-
e de granulos (fig. 4). Nos ductos

estriados a coloragdo ¢é semelhante
a do corte anterior.
Fig. 3 —

Material fixado

em solug¢do de Bouin.
Coloragio de Mallory,
1200X.

Fig. 4 —
Material fixado
em solugdo de Bouin,
acrescida de NaC1 a 0,7%.
Coloragio de Mallory.
1200X.
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3.3. Ap6s as reagOes Histoquimicas

Os resultados estdo expressos nas
tabelas I, IT e III, em que a intensidade de
cor é traduzida em cruzes, sendo de
quatro cruzes a indicagdo de méxima
intensidade.

4 — CONCLUSOES

Nas condigoes do presente experi-
mento e da andlise comparativa dos
resultados obtidos com uso dos 4 (qua-
tro) fixadores, parece-nos licito con-
cluir: ’

1. Tanto para o formol neutro como
para a solugdo fixadora de Bouin, a adi-
¢do de NaCl na concentragdo de 0,7%
melhora sensivelmente a qualidade de fi-
xagio;

2. A solugdo fixadora de Bouin
acrescida de NaCl a 0,7% resulta em
melhor fixa¢do geral para estudo mor-
fologico, excetuando os dcinos e os
granulos dos ductos granulosos,

3. Para acinos e ductos granulosos,
considerados especialmente os granulos
destes, a melhor fixagdo é obtida atra-

TABELA I — Resultados da detecgao histoquimica de mucosubsténcias neutras
através de reagdo do P.A.S.

FORMOL N. FORMOL N./SAL BOUIN BOUIN/SAL
Acino t ++ + S+
D. gr. ++ ++++ + ++
D. estr. + ++ + +

TABELA II — Resultados da detecgdo histoquimica de mucosubsténcias 4cidas,
através da rea¢do do Alcian blue

FORMOL N. FORMOL N./SAL BOUIN BOUIN/SAL
Acino ++ ++ + +
D. gr. - — - —
D. estr. - - — -

TABELA III — Resultados da detec¢do histoquimica do triptofano, pela reagdo

vés do formol neutro salino; do PABA. '
4. Para as reagbes histoquimicas,
o formol neutro-salino é mais efetivo -
para a detec¢do do triptofano, com FORMOL N. FORMOL N./SAL BOUIN BOUIN/SAL
larga vantagem. O fixador de Bouin, )
com ou sem NaCl, njo é indicado para Acino - - - -
pesquisa histoquimica de mucosubstin- D. gr. ++ +++ — —
cias ou de proteinas. D. estr. — - - -
ABSTRACT

A comparative analysis of results obtained with different fixative solutions is presented. The fixatives used were neutral
Sformaldehyde, conventional Bouin, and these same solutions containing 0.7% NaCl The organ studied under each of these
fixative conditions was the submandibular salivary gland of the rat, which was evaluated in parafin sections stained with
H-E and Mallory as well as by means of histochemical techniques for mucosubstances and proteins. The following conclusions
are drawn: 1. An addition of 0.7% NaCl improves both the 10% formaldehyde and the Bouin fixatives;, 2. The Bouin-NaCl
fixative is good for general morphologic studies but neither for acini nor ductal granules; 3. For microscopic observations
of acini and ductal granules the best fixative is the formaldehyde-NaCl: 4. The saline formaldehyde gives the most adequate

Jixation for histochemical techniques.
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