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Effect of fixative type and fixation time on the morphology of bovine

Efeito do tipo de fixador e tempo de fixacdo na morfologia de
foliculos pré-antrais ovarianos bovinos

preantral ovarian follicles

Joabel Tonellotto dos Santos'; Katia Cristina Silva-Santos?;
Evelyn Rabelo Andrade®; Livia Aires Lisboa*; Carine Leticia Schneider?;
Alethéia Ciquini®; Rogerio Ferreira’;

Jandui Escarido da Nobrega Junior®; Marcelo Marcondes Seneda’

Resumo

Na rotina de avalia¢do histoldgica, os fixadores mais adequados para o tecido ovariano para que se
obtenha uma adequada analise morfoldgica do ovario e de suas células ainda ndo foram determinados.
O correto processamento do tecido ¢ fundamental para evitar erros de interpretagdo, como confundir
degeneragao folicular devido ao processo fisiologico de atresia folicular com sinais de degeneragdo
devido a ma fixagao do tecido. Este estudo teve como objetivo identificar qual o melhor fixador e melhor
periodo de fixagdo para analise morfoldgica da unidade funcional do ovario: o foliculo. Para isso foram
utilizados ovarios (n=5) de cinco vacas adultas. Cada ovario foi divido em 12 fragmentos e submetidos
a seis diferentes fixadores em dois tempos (12 ¢ 24h). Foram analisados 150 foliculos ovarianos por
tratamento. Os melhores resultados foram obtidos com os fixadores Carnoy e Bouin, que apresentaram
maior (P < 0,05) proporgdo de foliculos viaveis apos fixa¢do por 12 ou 24h (88 e 83% para o fixador
Carnoy vs. 79 e 73% para Bouin respectivamente). Conclui-se neste estudo que os fixadores Carnoy
¢ Bouin sdo as melhores opg¢des para preservar por até 24 h a morfologia de foliculos pré-antrais em
ovarios bovinos.

Palavras-chave: Fixador, histologia, ovario, foliculo pré-antral

Abstract

There are no efficient fixatives for histological analyses of ovarian tissue that permit an appropriate
morphological analysis of ovary and their cells. The correct processing of the tissue is essential to avoid
misinterpretation between follicular degeneration due to the physiological process of follicular atresia
with signs of degeneration signals due to poor tissue fixation. This study aimed to identify the best
fixative and better fixation period for morphological analysis of the functional unit of the ovary: follicle.
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Ovaries (n = 5) from five adult cows were collected from local abattoirs. Each ovary was divided into
12 fragments and submitted to six different fixatives in two different times (12 and 24h). It was analyzed
150 follicles per treatment. The best results were obtained with Carnoy’ and Bouin’s fixatives which had
higher (P < 0.05) proportion of viable follicles after fixation for 12 or 24h (88 and 83% for Carnoy’s
fixative vs. 79 e 73% for Bouin). It was concluded that Carnoy and Bouin fixatives are the best options
to preserve for up to 24 h the morphology of preantral follicles in bovine ovaries.

Key words: Fixative, histology, ovary, preantral follicle

Introduciao

O foliculo ¢ a unidade morfofuncional do ovario.
E constituido por um oécito circundado por células
da granulosa e da teca e possui atividade exocrina ou
gametogénica. Os foliculos pré-antrais representam
mais de 90% de toda reserva de gametas femininos
(SAUMANDE, 1991; FIGUEIREDO et al., 2007)
e os odcitos inclusos nestes foliculos representam
excelente alternativa para a preservagao e posterior
propagacao de animais de alto valor econdmico ou
em vias de extingao (CHAVES et al., 2008).

A andlise histologica permite uma avaliacdo
mais detalhada das estruturas foliculares. A base
para uma boa preparacdo histologica ¢ a fixacao,
que deve ser completa e adequada. Os principais
objetivos da fixagdo incluem a inibigdo da autolise
tecidual, coagulacdo ou endurecimento do tecido,
preservacdo dos varios componentes celulares e
tissulares, melhora na diferenciacdo Optica dos
tecidos e, finalmente, facilitagio da subsequente
coloragdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O
tempo de fixacdo varia de acordo com o tamanho
e constituicdo do tecido, poder de fixacdo e
temperatura do fixador (CULLING; ALLISSON;
BARR, 1985).

Diversos fixadores tém sido empregados, como
acetona, metanol, Bouin, formalina a 10%, periodato-
lisina, paraformoldeido, acetona-metil benzoato-
xileno ¢ EDTA (BAUMGARTNER et al., 1988).
Quando nao fixadas corretamente as células e seus
constituintes apresentam-se distorcidas e retraidas,
o que dificulta a avalia¢do histologica (FOX et al.,
1985). A formalina a 10% para microscopia optica
e o aldeido glutdrico em solugdo de 2 a 6% para
microscopia eletronica sdo os fixadores simples
mais comumente utilizados (FOX et al., 1985). Os

fixadores de natureza alcoodlica necessitam menor
tempo para fixagdo, o que acelera o periodo requerido
para o processamento histolégico, embora possam
promover encolhimento, colapso e endurecimento
dos tecidos pela coagulagdo das proteinas e acidos
nucléicos. O metanol ou acido acético, classificados
como fixadores desnaturantes ou coagulantes de
proteinas condicionam aspecto diferente aos tecidos
fixados, o que pode interferir negativamente nas
analises estruturais (BUESA, 2008). O etanol 70%,
pouco oneroso ¢ de facil preparo, pode ser utilizado
com sucesso para fixagao de tecido glandular, além de
orgaos como rim ¢ prostata, permitindo a satisfatoria
inclusdo em parafina (GILLESPIE et al., 2002).

de
ovariano foi relatado o uso, com bons resultados,

Nos protocolos histologia para tecido
fixadores como o paraformaldeido a 4% (SILVA et
al., 2004), Bouin (ANDRADE et al., 2005) e Carnoy
(MATOS et al., 2004). Entretanto, um consenso
sobre o melhor fixador e tempo ideal para fixa¢ao
¢ adequada preservacdo das estruturas ovarianas
permanecem incertos. Visando facilitar estudos
morfologicos do tecido ovariano, considerando
a importancia deste orgdo para a reprodugdo, o
objetivo deste estudo foi comparar o efeito de
diferentes fixadores e tempos de fixacdo sobre a
morfologia de foliculos pré-antrais em fragmentos
ovarianos bovinos processados para histologia.

Material e Métodos
Coleta dos ovarios

Ovarios (n=5) de cinco vacas nao gestantes
adultas Bos taurus indicus (Nelore) foram coletados
em abatedouros. Imediatamente apos a coleta, os
ovarios foram lavados em solu¢do salina 0,9% e
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divididos em 12 fragmentos com aproximadamente
9 mm?® (3x3x1 cm) foram retirados do cortex de cada
ovario. Em seguida, os fragmentos ovarianos foram
imersos em seis diferentes fixadores por 12 ou 24
h (Figura 1). Os fragmentos foram acondicionados
individualmente em frascos de vidro contendo
aproximadamente 20 vezes o volume da solugdo

fixadora. Os fixadores utilizados foram: Alcool 70%

(A-12 e A-24 — GILLESPIE et al., 2002), Bouin (B-
12 ¢ B-24 — ANDRADE et al., 2005), Carnoy (C-12
e C-24 — MATOS et al., 2004), Karnovsky (K-12 e
K-24 - ABRAHAO et al, 2004), Formol 10% (F-12
e F-24 — SALMITO-VANDERLEY et al, 2002) e
Paraformaldeido 4% (P-12 e P-24 — SILVA et al.,
2004). Cada ovario constituiu uma repeticao.

Figura 1. Protocolo experimental utilizado em cada ovario para testar a eficiéncia de diferentes fixadores e tempos de
fixacdo sobre a morfologia de foliculos ovarianos pré-antrais.

Ovario

Fragmentos Ovarianos (n=12)

L 1 1

Alcool 70% Bouin Carnoy Karnovsky | Formol 10% PAF 4%
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2) (0=2) (n=2)
—— —— —— —— —1— ——
12h | 24h 12h || 24h (| 12k || 24k || 12h || 24k || 12h | 24h || 12h || 24h
| | | | | | | | = — 1
A1 [AM B [BM | CL2 [ C24 K12 | K4 | F12 [ B4 || P12 | P24

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Processamento histologico

Apos fixados por 12 ou 24 h, os fragmentos
em alcool 70% por
Para  processamento

acondicionados
24h.
histologico, os fragmentos foram desidratados em

foram
aproximadamente

concentragdes crescentes de alcool, diafanizados
em xilol e incluidos em Paraplast Plus (Ted
Pella, Inc — CA — USA). Posteriormente, foram
realizados cortes seriados de 5 um em micrétomo
rotativo (Leica®, Wetzlar-Alemanha), seguidos
de montagem em lamina e coloragdo com acido
periddico de Schiff (PAS) e Hematoxilina. A leitura
das laminas foi realizada em microscdpio optico
(Nikon®, Tokyo-Japao). Em cada tratamento foram
avaliados 30 foliculos por repetig@o, totalizando 150
foliculos. De acordo com a morfologia os foliculos
pré-antrais foram classificados como degenerados
quando apresentaram um ou mais dos seguintes

aspectos: retragdo do citoplasma, nticleo picnotico,
vacuolos citoplasmaticos, deslocamento das células
da granulosa e rompimento da membrana basal
(LUCCI et al., 2002).

Analise estatistica

O delineamento experimental foi do tipo
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des e
12 tratamentos. Os dados de viabilidade folicular
foram submetidos a analise de varidncia utilizando
modelos mistos lineares (mixed models; SAS, versao
9.1; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), sendo que
a porcentagem de foliculos viaveis em cada ovario
consistiu uma repeti¢do. As comparagdes multiplas
entre os grupos experimentais foram realizadas pelo
LS means. O nivel de significAncia considerado foi
P<0,05.
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Resultados

Foram avaliados 1800 foliculos pré-antrais

incluidos no tecido ovariano fixados em seis

diferentes fixadores, durante 12 ou 24 horas.

Tecidos fixados em Carnoy e Bouin por 12 e 24

horas apresentaram maior porcentagem (P <0,05)
de foliculos morfologicamente viaveis (88 e 83%
para o fixador Carnoy vs. 79 e 73% para o Bouin,
respectivamente) comparado aos demais fixadores.
Entretanto, ambos fixadores nao diferiram (P >0,05)

entre si (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente normais em tecidos ovarianos mantidos em seis
fixadores diferentes por 12 ou 24 horas. Letras mintusculas indicam diferenga a, b, ¢ , d diferem entre si (P <0,05).

Porcentagemn de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Tabela 1. Porcentagem de alteracdes morfologicas observadas em foliculos ovarianos pré-antrais bovinos (n=150/
tratamento) mantidos em diferentes fixadores por 12 ou 24 horas. RC- retracdo citoplastica, VC- vacuolizagdo do
citoplasma, PC- picnose nuclear, DCG- deslocamento de células da granulosa, RMB- rompimento da membrana basal.

Tratamentos

Classificagdo das Alteragcdes Morfoldgicas (%)

Total RC VC PC DCG RMB
Alcool 70% 12 h 49 (74/150) 59 14 28 47 1
Alcool 70% 24 h 51 (77/150) 40 10 36 47 1
Bouin 12 h 21 (32/150) 28 22 56 34 3
Bouin 24 h 27 (41/150) 32 22 39 37 5
Carnoy 12 h 12 (18/150) 56 11 0 72 0
Carnoy 24 h 17 (25/150) 56 20 16 72 0
Karnovsky 12 h 60 (90/150) 43 12 19 60 6
Karnovsky 24 h 49 (74/150) 50 11 27 54 8
Formol 10% 12h 64 (96/150) 53 8 22 60 6
Formol 10% 24h 74 (111/150) 57 7 16 73 8
Paraformaldeido 4% 12h 79 (119/150) 66 10 8 76 5
Paraformaldeido 4% 24h 81 (122/150) 63 14 9 83 7

*RC- retragdo citoplastica, VC- vacuolizagdo do citoplasma, PC- picnose nuclear, DCG- deslocamento de células da granulosa,

RMB- rompimento da membrana basal. Fonte: Elaboracao dos autores.
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A porcentagem de alteracdes morfologicas
identificadas nos foliculos degenerados em cada
tratamento estd apresentada na Tabela 1. As
principais alteragdes encontradas foram retragdo
citoplasmatica e deslocamento de células da
granulosa. Estes defeitos eram frequentemente
observados em conjunto.

Discussao

No presente trabalho, apresentamos pela primeira
vez uma comparagao da eficiéncia de seis diferentes
fixadores histoldgicos e dois tempos de fixa¢do na
preservacdao da morfologia de estruturas ovarianas
de bovinos. O tipo de fixador utilizado pode
preservar diferentemente detalhes morfologicos dos
mais variados tipos de orgdos e células (BENNETT;
WIRINCK; LEE, 1976; FERREIRA; CHIARINI-
GARCIA, 1992; SOARES et al., 2006). Embora
diferentes fixadores sejam utilizados na rotina
para a fixagdo do tecido ovariano, neste trabalho
foi demonstrado que os fixadores Carnoy e Bouin
apresentam melhores resultados em termos de
manuten¢do da morfologia da estrutura ovariana em
comparacdo aos demais fixadores testados. O melhor
resultado de fixacdo ¢ buscado principalmente em
estudos que visem comparar a degeneragdo de
foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA), uma vez
que, os resultados tornam-se mais fidedignos quanto
maior a eficiéncia do fixador.

A utilizacao da solug@o de Carnoy proporcionou
a manutencdo da estrutura ovariana, o que pode
ser constatado pela alta porcentagem de FOPA que
permaneceram morfologicamente normais apds a
fixacao tecidual. Culling, Allisson e Barr (1985)
descreveram que o Carnoy penetra rapidamente nos
em diversos tecidos dando uma excelente fixacao
nuclear e preservagao das estruturas. Tendo em vista,
além da avaliacao dos FOPA, também a pesquisa
de patologias ovarianas por meio de histologia ¢
interessante a valida¢do de um fixador para este tipo
de tecido.

Os fixadores coagulantes, como a solugdo
de Bouin podem causar despolimerizacdo das
proteinas tissulares, fazendo com que as células
e tecidos apresentem aspecto ndo homogéneo, o
que dificulta a observacdo de detalhes citologicos
(COLE; SYKES, 1974; LOCQUIN; LANGERON,
1983). Entretanto, cortes com aspecto histologico
e coloracdo homogéneos, ¢ de facil avaliacdo
dos detalhes foliculares foram observados nos
tecidos ovarianos fixados com Carnoy e Bouin. Os
foliculos ovarianos degenerados fixados em solugao
de Bouin apresentaram alteragdes
associadas a coloragdo do nucleo, como picnose
nuclear, com 56 ¢ 48% das altera¢des observadas,
12 e 24h pos-fixagdo. A picnose nuclear foi descrita
como o primeiro sinal de atresia folicular (JORIO;
MARIANA; LAHLOU-KASSI, 1991; WOOD;
MONTALI; WILDT, 1997). Portanto, as alteracdes
relacionadas a picnose nuclear do odcito bovino
podem ser decorrentes da atresia ovariana e ndo do
processo de fixacdo utilizado.

foliculares

A retragdo tecidual foi outro fator relacionado
ao tipo de fixador utilizado. Os foliculos pré-antrais
presentes no tecido ovariano fixado com formol
10% ou paraformaldeido 4% apresentaram grande
nimero de defeitos relacionados com retragdo
citoplasmatica e deslocamento de células da
granulosa, assim como retracdo tecidual total. Os
aldeidos, como a formalina, por serem fixadores nao
coagulantes, fazem com que as proteinas celulares
assumam aspecto de gel transparente. Este aspecto
¢ resultante das ligagdes cruzadas formadas entre
as moléculas do fixador e as macromoléculas dos
tecidos. Dessa forma, apos o processo de fixagao,
muitas moléculas de 4gua permanecem ligadas aos
tecidos e as macromoléculas tissulares as quaisadgua
normalmente se encontra associadas, resultando em
maior estabilizagdo estrutural e consequentemente
melhor preservagao histologica (FOX et al., 1985;
SESSO, 1998) o que, no entanto, ndo foi observado
quando utilizamos formol 10% ou paraformaldeido
4% para fixacdo dos fragmentos ovarianos bovinos.
Retragdo citoplasmatica e deslocamento das células
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da granulosa também foram observados nos tecidos
fixados no dalcool 70%. De acordo com Buesa
(2008), fixadores alcoolicos provocam altos indices
de retragdo tecidual, o que justificaria tais alteragdes.

Conclusoes

Os fixadores Carnoy e Bouin sio os mais
indicados para a fixa¢do do tecido ovariano, por
periodo de 12 ou 24h, pois preservaram a morfologia
dos foliculos ovarianos pré-antrais.
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