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RESUMO

Um estudo comparativo sobre aacéo de diversosfixadores utilizados em mi croscopiaél etroni cade transmisséo
(MET) e microscopia de luz (ML) foi redizado, a fim de andisar a preservacdo de estruturas celulares ao
microscopio eetrénico de transmissdo (MET). Fragmentos de figado de camundongo foram fixados em 5
diferentesfixadores. ofixador de Karnovsky, glutaral deido e paraformaldeido utilizados no processamento para
MET e o formadeido comercia eliquido de Bouin utilizados no processamento paraML. Ap6s afixacdo, os
fragmentosforam pds-fixados com tetrdxido de Gsmio e contrastastados com acetato de uranila. A seguir foram
desidratados e incluidos em resina Epon. Os cortes ultrafinos mostraram que os fragmentos fixados com
Karnovsky e glutaraldeido apresentaram melhor preservacdo das estruturas celulares e menor extracdo. O
paraforma deido produziu al gunsartefatos de méafixaco e extracéo pel o fato deformar menosligagdes cruzadas
queo glutara deido. Osfixadoresformal deido comercia eoliquido de Bouin utilizadosem microscopiadeluz
mostraram que ndo sdo adequados ao uso em MET, pois sdo considerados fixadores coagulantes e produzem
extensa extracdo dos componentes celulares. Comparando-se asimagens obtidas com os fixadores utilizados,
ofixador deKarnovsky eo glutaraldeido mostraram mel hor preservacéo e maior similaridade namorfologia.
Palavras-Chave. fixador de Karnovsky, glutaraldeido, paraformaldeido, formaldeido, liquido de Bouin,
microscopia el etronica de transmissao.

ABSTRACT

A comparativestudy onseverd fixativesused for Electron Microscopy (EM) and light microscopy (LM ) procedure
wascarried outin order toinvestigatethe cellular structures preservation under Transmission Electron Microscopy.
Mouse liver fragments were fixed with diverse fixatives, three of them regularly employed for EM procedure
(Karnovsky, glutaral dehyde, and paraformal dehyde), and two other fixativesused for LM methodology (commercid
solution of formaldehyde, and Bouin solution). After primary fixation, dl tissue fragments were post- fixed with
osmium tetroxide and uranyl acetate. Then, the fragments were dehydrated, and embedded in Epon resin. Ultra-
thin sectionsfrom Karnovsky- and gl utaral dehyde- fixed tissues showed better preservation of cdll structuresand
reduced extration of cellular components. The paraformadehyde - fixed tissue presented poorer results than
glutaraldehydefixation dueto the presence of less crosslinking; however that fixative has been useful in e ectron
cytochemical technique. Commercial formal dehyde solution and Bouin solution aretheusua fixativesfor LM but
they are unsuitable for EM. Their contents present a feature of coagulating proteins and to cause an extensve
extraction that induces aloss of cell congtituents. Although all used fixatives rendered images with artifact, both
fixatives Karnovsky and glutaral dehyde showed best cell morphology preservation and similar results.,

Key Words. Karnovsky fixatives, glutaral dehyde, paraformal dehyde, Bouin solution, transmission electron
microscopy.
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INTRODUCAO

A partir de 1950, os procedimentos de preparacéo de
amostras biol 6gi cas para microscopia el etrénicade transmissdo
(MET) comegaram aser padronizados com o desenvolvimento
de fixadores adequados’!>%, agentes desidratantes
compativeis com 0 meio de inclusdo e desenvolvimento de
agentes de inclusdo como as resinas epoxi*®, que permitiram a
obtencéo de cortes ultrafinos!? que apresentaram boa
estabilidade quando submetidos ao feixe de el étrons.

A fixacdo é a primeira etapa na preparagéo de amostras
biolégicas para exame de cortes ultrafinos ao ME e tem o
propésito de estabilizar e preservar aorganizagdo celular mesmo
apo6s procedimentos subsequentes como a desidratagao,
embebi c30 e exposi G0 ao feixe de elétrons™. E inevitavel quea
morfologia celular seja alterada durante o processo de
estabilizag@o e modificacfes podem ocorrer mesmo com agueles
fixadores consideradosideais. Evidéncias experimentaisindicam
gue quantidades variadas de carboidratos, proteinas,
lipoproteinas e lipideos sdo perdidas durante afixagdo®. Dessa
forma, €inerente que asimagens obtidas ao microscopio deluz
e/ou eletronico sejam artefatuais®.

Otetréxido de 6smio, umfixador utilizado emmicroscopia
deluz desde o comego do século X X*°foi abaseinicial defixador
desenvolvido paraME por Palade'®em 1952. O 6smio protegeas
lipoproteinas naturais dos tecidos evitando sua ruptura e
coagulacdo, mas tem a desvantagem de penetrar e reagir to
vagarosamente que mudangas consideraveis naestruturacelular
podem ocorrer antes que afixacdo sgjacompleta.

A mudancano processo defixagdo surgiu com o trabalho
de Sabatini et al.'® que introduziram o glutaraldeido. Eles
procuravam por fixadores que permitissem reter a atividade
enzimatica, destruidaou inibida pelo ésmio, que erausado como
fixador primario naquel etempo. Outrosaldeidosforam utilizados
anteriormente, mas o glutaraldeido apresentou uma excelente
preservacdo em tecidos animais e vegetais, quando seguido
por uma pos-fixagdo com ésmio. O glutaraldeido sendo um
dial deido, reage com proteinas estabilizando estruturas através
de ligagBes cruzadas. No entanto, os lipideos n&o sao
preservados pelo glutaraldeido, cerca de 95% podem ser
extraidos durante a desidratacdo’®, a menos que uma segunda
fixag@o com dsmio sgjautilizada

A boafixagéo do glutaraldeido levou os pesquisadores a
reexaminarem outros aldeidos como fixadores primarios, e
encontraram no formaldeido, recém preparado a partir do
paraformal deido®>um fixador comparével ao glutaraldeido ecom
a vantagem adicional de ter uma penetragdo mais répida nas
amostras. No entanto, este fixador sendo um monoaldeido forma
menos ligagdes cruzadas que o glutaraldeido, assim, deve-se
tomar cuidado durantealavagem porque suafixacao éreversivel®,
Estefixador difere do formaldeido comercial testado noinicio da
microcopiael etronicacom resultado inferior ao do smio. Mesmo
quando utilizado como fixador primério antes do smio, ocorre
extensaextracao e precipitagdo, devido a presencaconsideravel

de metanol (11 a 16%) na solucdo comercia do formaldeido™.
Misturas de aldeidos também foram testadas, particularmente de
paraformaldeido e glutaraldeido (fixador de Karnovsky)” que
provou ser superior autilizagdo deum aldeido Unico. O principio
deste fixador € que o formaldeido penetra no tecido mais
rapidamente que o glutaraldeido e estabiliza temporariamente
estruturas que serdo subsequentemente fixadas mais
permanentemente pel o glutaral deido’.

Em anos subsequentes foi introduzido o acetato de
uranila como um terceiro fixador, seguido do glutaraldeido e
6smio. Ele € descrito como constrastante em bloco®. Sob estas
condi¢Oes o acetato de uranila atua como um fixador para
componentes lipidicos.

Estetrabalhofoi o resultado das aulas préticasrealizadas
com os alunos de P6s-Graduag&o da Disciplina“Microscopia
Eletronicano Laboratério de Salide Publica” PPG-CIP-SES/SP
eteve como objetivo comparar aagdo dos diferentes fixadores
utilizados na microscopia eletronica de transmissdo e na
microscopia de luz analisando a preservacdo de estruturas
celulares ao Microscopio Eletronico de Transmissdo.

MATERIAL E METODOS

Camundongo Balb/c, fémea de 4 meses de idade foi
sacrificadaeofigadoretirado foi dividido paraos5 grupos (G1
aGb). Cadagrupo recebeu um fixador diferente para estudo.

Osfixadores utilizados neste experimento foram:

A. Parapreparacdo em Microscopia El etrénica de Transmiss&o:
Grupo 1 : Karnovsky (paraformaldeido (Merck) a 4% e
glutaraldeido (Sigma) a 2,5% em tamp&o cacodilato de sodio
0,IM pH 7,2;

Grupo 2 : Glutaraldeido a 2,5% (Sigma) em tamp&o cacodilato
desddio0,1M pH 7,2;

Grupo 3 : Paraformaldeido (Merck) a4% em tampéo cacodilato
desddio0,1IM pH 7,2

B. Parapreparacdo em Microscopiade Luz:

Grupo 4 : Formaldeido (comercial) (Synth) a 10% aquosa pH
50;

Grupo 5 : Liquido deBouin, pH 2,5

Osfragmentos foram fixados por 2 horas atemperatura
ambiente e apds este periodo, todas as amostras seguiram o
mesmo procedimento. Osfragmentosforam lavados em solucdo
de lavagem (sacarose 7,3%, cloreto de sddio 0,6%) e
posteriormente pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1% por 1
horaa4°C. Logo apos, osfragmentosforam lavados novamente
em solucgdo delavagem e contrastados em bloco em solugéo de
acetato de uranilaa0,5% por 2 horas. Foram ent&o desidratados
em concentragBes crescentes de acetona 50, 70, 90, 95% por
dez minutos em cada etapa e dois banhos de acetona pura por
15 minutos cada. Ap0s a desidratacdo, os fragmentos foram
embebidos em uma mistura de resina Epon : acetona na
proporcéo de 1:1 por 1 hora e a seguir em resina pura por 12
horas. O materia incluido foi colocado em estufaa60°C por 72
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horas parapolimerizag8o. Cortes semi finosforam corados com
azul detoluidinaeobservados ao microscopio deluz paraselecéo
de &reas a serem estudadas. Cortes ultrafinos foram colhidos
em telasde cobrerevestidos com formvar e corados com acetato
de uranila e citrato de chumbo®. Apos contrastagdo foram
examinados e fotografados ao Microscopio Eletrénico de
Transmiss&o Philips400T .

RESULTADOS

Os cortes de figado fixados com osfixadores utilizados
em MET apresentaram uma boa preservacdo. Tanto o tecido
fixado com o fixador de Karnovsky como aquel esfixadoscom o
glutaraldeido e paraformaldeido apresentaram resultados
similares.

Cortes de figado fixados com o Karnovsky mostraram
uma célula bastante integra. O citoplasma apresentou reticulo
endoplasmético rugoso (RER) formando cisternas estreitas,
mitocondrias, reticulo endoplasmético liso (REL) egranulosde
glicogéniolevemente extraidos. Os espagos estavam preenchidos
por um material homogéneo, finamente granular. O nicleo
mostrou cromatina com alguns pontos mais densos e nucléolo.
(Figura 1A). O reticulo endoplasmatico rugoso muitas vezes
envolviaasmitocOndrias que apresentavam cristas mitocondriais
e granulos de célcio em seu interior (Figura 1B). Observou-se
também apresencado complexo de Golgi (Figura1C).

O material fixado com o glutaral deido também apresentou
célulaintegra. Podia-se observar apresencade um grande ndmero
de mitocondrias; reticulo endoplasmatico rugoso e liso também
estavam presentes. Havia regifes apresentando um material
amorfo com aguns granulos de glicogénio. O nlicleo mostrou
grumosde cromatinaeléron densos (Figura2A). Asmitocondrias
apresentavam cristas e granulos de calcio (Figura 2B).

O materia fixado com o paraformal deido mostroureticulo
endoplasmético rugoso emitocondriasenvolvidas pelo RER. Havia
regides vazias no citoplasma, provavelmente anteriormente
ocupadas pelo glicogénio. O nlicleo mostrava cromatina
homogéneaenucléolo evidente (Figura2C). Algumasmitocondrias
apresentavam cristas mitocondriais preservadas, enquanto outras
apresentavam mitocondrias degeneradas ou sem cristas contendo
um material amorfo eétrondenso (Figura2C e2D).

Cortes de tecidos fixados com fixadores utilizados em
microscopiade luz apresentaram ma preservagdo e extragdo de
vérios componentes celulares. Cortes de figado fixado com
formal deido comercial mostrou o citoplasmade um hepatdcito
com aspecto “rendilhado” devido a presenca de numerosos
vacutolos de diferentes tamanhos, de formato ndo homogéneo
evazios. O nlcleo apresentava cromatinafinamente granular e
nucléolo. (Figura3A). A membranado reticul o endoplasmatico
rugoso mostrava algumas regides descontinuas e
fragmentadas, em outras regi6es havia auséncia de ribossomos
aderidos a membrana do reticulo. As mitocondrias pareciam
dilatadas e amembranade algumas del as estavam degeneradas;
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era possivel observar resquicios de cristas mitocondriais e a
presenca de um material granular elétron denso (Figura 3B).
Exceto pelas organel as maisfacilmente distinguiveis, eradificil
identificar outras organelas citoplasméticas.

Os cortes de tecidos fixados com o liquido de Bouin
mostraram que o citoplasma de um hepatécito apresentava
sinais de extragdo. O nucleo apresentou regides com grumos
de cromatina el étron densas. Havia grandes regides vazias. O
reticulo endoplasmatico granular apresentou membranas
formando grumos e material elétron denso aderido as mesmas,
provavelmente como resultado de uma reagdo com algum
componente do fixador com os ribossomos (Figura 3C); as
mitocOndrias ndo apresentavam cristas nem granulosde célcio,
mas apareciam como estruturas granulares e elétron densas
(Figura 3D). N&o foi possivel identificar outras estruturas
citoplasmaticas.

DISCUSSAO

Ao iniciarmos um estudo morfoldgico de um material
desconhecido normal mente é recomendado a utilizagdo de 2 ou
mais fixadores diferentes para que os resultados sejam
comparados.

Ao propormos um experimento aos alunos de pos-
graduacdo, utilizando diferentes fixadores, tinhamos este
propésito, no entanto, para que a percepcdo deste conceito
fosse agugado nos alunos e as diferencas pudessem ser
facilmente observadas ao analisar as eletromicrografias,
utilizamos também fixadores usados em microscopia de luz
(formaldeido comercial eoliquido de Bouin).

Os resultados apresentados pela fixacdo com o
glutaraldeido e com Karnovsky foram semel hantes, poisambos
apresentaram 6tima preservacao de estruturas. Organel as como
0 RER, complexo de Golgi, mitocondrias, REL foram facilmente
identificados. O nucleo também mostrou estruturas distintas
com nucléolo evidente.

O paraformaldeido embora utilizado em ME apresentou
uma preservacdo menos eficiente que o glutaraldeido e o
Karnovsky. Foi possivel observar que algumas mitocondrias
sofreram degeneracdo. Este fixador néo € t&o eficaz quanto o
glutaraldeido para a morfologia celular, embora tenha como
caracteristica a penetracdo rapida nos tecidos. No entanto, as
ligagOes cruzadas so maislentas que o glutaraldeido, inclusive,
algumas podem ser revertidas durante incubagdes com
tamp&o®®. Devido a estas caracteristicas é muito utilizado na
citoquimicaem Microscopia Eletronicade Transmissdo'’. Como
este fixador ndo reage com a maioria dos polissacarideos,
observou-se extensa extracdo de glicogénio no material fixado
com o paraformal deido?.

Embora o glutaraldeido, o paraformaldeido ou a
combinagdo dos dois (Karnovsky) seja uma escolha universal
de fixador?, eles ndo sdo adequados se usados isoladamente,
porque os adeidos ndo tem agdo sobre alguns componentes
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Figura 1A. Corte de figado de camundongo fixado com o fixador de Karnovsky. Os hepatécitos mostram-se bem preservados. As organelas
citoplasméticas apresentam-se homogeneamente dispersas, granulos de glicogénio (G) mostram-se levemente extraidos. As membranas dos hepatécitos
(seta) encontram-se justapostas. N- ndcleo. Barra: 1,0 um. Figura 1B. Eletromicrografia do mesmo material mostra mitocondrias (M) com cristas
mitocondriais (seta) e granulos de célcio (cabega de seta) em seu interior. O reticulo endoplasmético rugoso disperso entre as mitocondrias e alguns
granulos de glicogénio (G). Barra: 0,5 um. Figura 1C. Eletromicrografia de outra regiéo do citoplasma do hepatdcito fixado com Karnovsky
mostrando o complexo de Golgi (seta grossa), o reticulo endoplasmatico liso (REL) e mitocondrias (M) bem preservados. Barra: 0,5 um.
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Figura 2A. Figado de camundongo fixado com glutaraldeido apresenta numerosas mitocondrias (M) e regides com granulos de glicogénio mais
extraidos (G). N- nlcleo. Barra: 1,2 um. Figura 2B. Eletromicrografia em maior aumento do mesmo material mostra mitocondrias (M) com
presenca de cristas (seta) e granulos de célcio (cabega de seta). Observa-se reticulo endoplasmético liso (REL) e reticulo endoplasmético rugoso (seta
grossa) envolvendo as mitocdndrias. Barra: 0,5 um. Figura 2C. Corte de figado de camundongo fixado com paraformaldeido mostra mitocondrias
(M) preservadas e outras degeneradas no citoplasma do hepatécito. Observa-se regides com extragéo de glicogénio (G). N - nicleo. Barra: 1,2 um.
Figura 2D. Eletromicrografia em maior aumento do material fixado com paraformaldeido mostra RER em grande quantidade e mitocondrias com
auséncia de cristas e granulos; no canto superior direito, uma mitocondria apresenta tracos de cristas (seta). Barra: 1,0 um.
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Figura 3A. Corte de figado de camundongo fixado com formaldeido comercial mostra um grande nimero de vacuolos citoplasméticos (v) de
diferentes tamanhos e formatos. E dificil distinguir as organelas devido a grande extracéo sofrida pela célula. N- nicleo. Barra: 1,2 um. Figura 3B.
Eletromicrografia em maior aumento de material fixado com formaldeido mostra mitocdndrias (M) dilatadas e algumas degeneradas, mas pode-se
observar a presenga de resquicios de cristas mitocondriais (seta). O RER apresenta-se fragmentado em algumas regides e em outras regides ha
auséncia de ribossomos na membrana do reticulo (cabega de seta). Barra: 0,5 um. Figura 3C. Em figado de camundongo fixado com o liquido de
Bouin observa-se grandes regides vazias ( * ) e agregados de organelas que lembram mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso (seta grossa). N
- nlcleo. Barra: 1,2 um. Figura 3D. Observagdo em maior aumento do mesmo material mostra que as mitocondrias (M) ndo estdo envolvidas por
membrana e em seu interior ha um material granular. Observa-se também grumos de membranas elétron densas (seta grossa) provavelmente
originado da reacéo de algum componente do fixador com o RER. Barra: 1,0 um.
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celulares, como os lipideos, assim, no caso de uma fixagéo
primaria, oslipideos seriam extraidos durante a desi dratacéo®®.
Paradliminar este problemaumasegundafixacdo com o tetroxido
de 6smio se faz necessario®.

O tecido fixado com formaldeido comercial, norma mente
utilizado em microscopia de luz mostrou intensa extragéo e a
formag&o de vacuolos de diferentes formatos, tamanhos e de
aspecto vazio. Sabe-se que espagos vazios ndo sdo compativels
com avida?. Regides el étron transparentes de qual quer tamanho
nas eletromicrografias sdo indicativos de extragdo artefatual
do material celular eafixagdo éacausaprovavel deste problema,
porque o fixador ideal deveimobilizar einsolubilizar o material
celular?. A presenga de metanol naformulagdo do formaldeido
torna-o um fixador coagulante sobre as proteinas, precipitando
as mesmas permanentemente e alterando sua configuragéo®.
As interrupc8es na continuidade da membrana do reticulo
endoplasmético rugoso e a auséncia de ribossomos aderidos a
membrana em algumas regifes sdo provavelmente artefatos
originados pelafixacéo parcial dascélulas.

O liquido de Bouin é conhecido como fixador para
microscopia de luz, mas ndo ha relatos de sua utilizagdo em
microscopia eletronica. Devido a mistura de diferentes
compostos em sua constitui¢&o torna-se inadequado para uso
em MET. O é&cido picrico quando decomposto precipita e
aglutinaas proteinas formando picratos de proteinas. Por outro
lado, o &cido acético precipita proteinas nucleares, mas ndo as
citoplasméticas e o formaldeido alteraaestruturadas proteinas.
Além disso, o liquido de Bouin destréi o complexo de Golgi e
lipideos't. As eletromicrografias mostraram grumos de
membranas de RER e precipitados elétron densos aderidos a
essas membranas, provavel mente originados dos ribossomos.
N&o foi possivel observar outras estruturas citoplasmaticas
devido a grande extragédo sofrida no citoplasma. O nicleo
apresentou grumos de cromatina bastante el étron densa.

Além damafixacdo e grande extragéo provocada pelo
formaldeido e pelo liquido de Bouin, estes fixadores ndo foram
tamponados e seus pHs eram bastante diferentes do pH
fisioldgico do tecido (formaldeido pH 5,0 e Bouin pH 2,5).
Geralmente ostecidos apresentam um pH fisiol6gico naordem
de6,8a7,4, pequenas mudancas no pH do fixador podem trazer
grandes mudancgas dentro da célula, relacionadas a
consisténcia, seletividade damembrana e atividade enzimética
celular. Dessaforma, tamponando asolugéo fixadoraaprovéavel
acidificagdo pode ser neutralizada, minimizando os danos aos
tecidos*S. Wrigglesworth e Packer?® demonstraram que ocorrem
mudancas conformacionais de proteinas dependentes de pH
na membrana mitocondrial podendo levar a alteracBes
reversiveis na ultraestrutura da membrana. Como as proteinas
sdo responsaveis pela estrutura caracteristica de uma célulae
0 peso molecular de proteinas é fortemente dependente de pH,
aimportanciado mesmo no fixador é 6bvia.

O experimento proposto demonstrando a atuacéo de
diferentes fixadores no figado de camundongo alcangou os
objetivos desgjados. Os alunos puderam perceber as variagdes
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namorfologia e a preservagdo ou extragdo de material celular
dependendo do fixador utilizado. Este experimento mostrou que
os fixadores glutaraldeido e o Karnovsky séo os melhores
fixadores primérios e os fixadores comumente utilizados em
microscopia de luz ocasionam grandes artefatos as células
guando examinadas ao Microscopio Eletronico de Transmiss3o.
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