99

DOI: 10.5212/Publ.Biologicas.v.20i2.0001

COMPARACAO ENTRE DUAS TECNICAS DE COLORACAO DE
ENCEFALOS HUMANOS

Thiago Teza MERINIY, Lucas Kraeski KRUM!, Joelmir COLMAN1, Renato Van Wilpe
BACH? Marcelo Rezende Young BLOOD?, Carlos Henrique Ferreira CAMARGO*

' Académicos do Curso de Medicina. Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
Avenida Carlos Cavalcanti, 4748, Uvaranas, 84030-900, Ponta Grossa, PR, Brasil.
2Professor Assistente de Anatomia Humana e de Pediatria Clinica e Cirtrgica Departamento
de Medicina. Universidade Estadual de Ponta (UEPG). Avenida Carlos Cavalcanti, 4748,
Uvaranas, 84030-900, Ponta Grossa, PR, Brasil.

3 Professor Colaborador de Neurologia. Departamento de Medicina. Universidade Estadual
de Ponta (UEPG). Avenida Carlos Cavalcanti, 4748, Uvaranas, 84030-900, Ponta Grossa,
PR, Brasil.

4 Autor para contato: Professor Adjunto de Neurologia e de Fundamentos de Neurociéncia.
Departamento de Medicina. Universidade Estadual de Ponta (UEPG). Avenida Carlos
Cavalcanti, 4748, Uvaranas, 84030-900, Ponta Grossa, PR, Brasil. E-mail: chcamargo@
uol.com.br

Data de recebimento: 18/11/2013
Data da aprovagdo: 21/01/2014

RESUMO

O estudo da neuroanatomia de encéfalos humanos em cortes pode ser facilitado
utilizando-se métodos de coloragdo para a substincia cinzenta. O objetivo do estudo
foi determinar, entre as técnicas de Mainland e de Barnard, Robert ¢ Brown, qual
teria melhores resultados para aplicagdo em laboratorios de anatomia. Foram testadas
as técnicas em trinta cortes coronais de hemisfério cerebral, comparando entre si e
analisando objetivamente de acordo com trés parametros: grau de diferenciagdo entre as
substancias branca e cinzenta do cortex; presenca de linha tnica e continua separando a
substancia branca do cortex cerebral; grau de impregnagdo da coloragdo na substancia
branca. Depois de finalizada a coloracdo das pegas, foi realizada uma andlise objetiva da
melhor visualiza¢do macroscéopica da substancia cinzenta. Foram atribuidas pontuacdes
de 0 a 3 conforme a presenga destes pardmetros, cada corte recebendo pontuacao
total que variava de 0 a 9. Apds andlise estatistica, a técnica de Mainland apresentou
resultado 6,13+1,64 e a de Barnard, Robert e Brown de 3,33+£2,47 (p<0,001). Além
desse resultado, em relagdo ao tempo dispendido para cada técnica e a facilidade do
preparo de cada uma, o resultado a que chegamos concluiu que a técnica de Mainland
apresentou-se como melhor op¢do quando comparada com a técnica de Barnard, Robert
e Brown.
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ABSTRACT

The neuroanatomy study of human brain can be facilitated by use of methods for staining
of gray matter.The aim of this study was to determine, between staining techniques of
Mainland and Barnard , Robert and Brown, which would be best for use in anatomy
laboratories. The techniques were applied in coronal cerebral hemisphere, comparing
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each other and analyzing according to three parameters: degree of differentiation between
white and gray matter of the cortex, presence of a single continuous line separating
the white matter of the cerebral cortex; degree of impregnation of the staining in the
white matter. An objective analysis of the best macroscopic visualization of gray matter
was performed. Scores were assigned from 0 to 3 according to the presence of these
parameters, with receiving total score ranging from 0 to 9. After statistical analysis, the
Mainland technique presented result 6.13 + 1.64 and Barnard, Robert and Brown, 3.33 +
2.47 (p <0.001). In relation to the time spent for each technique, and facility to prepare,
the result which we concluded that the Mainland technique presented as better option
than the Barnard, and Robert and Brown technique.

Keywords: Neuroanatomy. Staining techniques. Human brain.

1. Introducio

O estudo da neuroanatomia pode ser consi-
derado muitas vezes de dificil entendimento pelos
estudantes e de dificil demonstragdo por parte dos
professores. (MENESES et al., 2004). Para auxiliar
e complementar o estudo tedrico é essencial a neu-
roanatomia pratica, visando levar a compreensao e
identificacdo dos componentes do sistema nervoso.
Porém, a diferenciacdo entre substancias branca e
cinzenta pode ser dificil a olho nu e a maioria das
estruturas enceféalicas ndo sdo facilmente identifica-
das nas pegas anatomicas convencionais. (ARRUDA,
1999). Tendo isto em vista, ndo € recente a busca por
métodos que auxiliem técnicos, estudantes e profes-
sores no ensino e aprendizagem das neurociéncias.
(RODRIGUES, 2010). Uma abordagem interessante
¢ a da coloracdo da substancia cinzenta para diferen-
cia-la da substancia branca, pois € mais facil e rapida
do que a coloragdo da substancia branca. Esse tipo de
técnica auxilia na identificagdo do cortex cerebral e
dos nucleos da base. (MENESES et al., 2004).

Mainland (1926) publicou um artigo sobre uma
técnica de coloragdo, propondo um método simples e
relativamente rapido para corar de azul a substancia
cinzenta. O tempo total do procedimento ¢ de apro-
ximadamente 24 horas e todas as solucdes sdo utili-
zadas em temperatura ambiente. Mais de vinte anos
depois foi proposta a técnica de Barnard, Robert ¢
Brown (1949), que utiliza solug¢do de Mulligan (defi-
nida nos métodos) para corar, também de azul, a subs-
tancia cinzenta. Esta técnica € mais rapida do que a
primeira, mas ¢ mais trabalhosa devido a preparacao
desta soluc¢do e a utilizagdo dela a 60 °C.

Apesar de todos os avangos na metodologia de
ensino das neurociéncias, os métodos de coloragdo

ainda tém seu lugar no ensino, devido a simplicida-
de de execugdo e os bons resultados obtidos. (RO-
DRIGUES, 2010). Ndo foram encontrados dados na
literatura cientifica que comparassem a eficicia das
duas técnicas. Este foi, portanto, o objetivo do pre-
sente estudo.

2. Materiais e método

Apbds aprovagio pelo Comité de Etica em Pes-
quisa de Seres Humanos, da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (COEP-UEPG), dois encéfalos hu-
manos, pertencentes ao Laboratorio de Anatomia
Humana da UEPG, foram obtidos para realiza¢do do
estudo. As pecas estavam colocadas em solugdo fixa-
dora de formol a 10%. Foram retiradas e desprezadas
todas as meninges e os vasos da superficie do encé-
falo.

Corte e separacio das pecas anatomicas

As pegas anatomicas foram submetidas a sec-
cdo através de cortes coronais seriados de espessura
de 10 mm, apoiando-se o material sobre um superfi-
cie plana, com auxilio de marcadores com 10 mm ¢
lamina com corte afiado.

Foram separados 30 cortes de hemisfério cere-
bral, 15 de cada cérebro, para as técnicas de Mainland
e de Barnard, Robert & Brown, respectivamente.

Técnicas de coloracao

Como preparo, os cortes foram colocados em
agua oxigenada a 10 volumes por 24 horas para cla-
reamento e entdo lavagem em agua corrente. Prosse-
guiu-se com a coloracdo das pecas de acordo com as
técnicas de coloragao.
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A técnica de Mainland (1926) foi realizada da
seguinte forma: os cortes foram submersos por 5 mi-
nutos em soluc¢do de cloreto férrico a 1%, entdo foram
lavados em 4gua corrente. ApoOs essa etapa, os cortes
foram submersos em uma solucdo de ferrocianeto de
potassio a 1% até obter a coloragdo desejada (normal-
mente por cerca de 30 segundos), e lavada novamente
em agua corrente. Depois de coloridas, as pegas fo-
ram colocadas em solucdo de 4cido nitrico a 1% por
24 horas. Para conservacdo, as pegas permaneceram
em solucao de formol a 5%.

Para a técnica de Barnard, Robert & Brown
(1949), utilizou-se a solu¢cdo de Mulligan, que ¢ com-
posta por cristais de fenol 4 g ou solu¢do de fenol
89%, sulfato de cobre 0,5 g, acido cloridrico 1,25 ml,
agua destilada 100 ml. Os cortes entdo foram coloca-
dos em solugdo de Mulligan aquecida a 60 graus por
2 ou 3 minutos, lavou-se em agua morna durante 1
minuto, entdo os cortes foram emergidos na solugdo
de cloreto férrico a 1% por 1 minuto e lavados em
agua corrente durante 1 minuto. No passo seguinte,
as pecas foram colocadas em solu¢do de ferrocianeto
de potassio a 1% por 1 minuto, em seguida retiradas
e lavadas em dgua morna corrente por 1 minuto. Para
conservacao, foi utilizada solugdo de formol a 10%
com acido cloridrico, fazendo uma solugéo a 2%.

Andlise comparativa das pecas coloridas

Ap6s finalizadas as pecas, foi realizada uma
analise objetiva, utilizando-se trés critérios: (1) grau
de diferenciacdo entre as substancias branca e cinzen-
ta; (2) presenca de linha tnica e continua separando
a substancia branca do cortex que a envolve; e (3)
grau de impregnacdo da coloragcdo em outros locais
da substancia branca. Estes pardmetros foram quanti-
ficados a partir dos critérios de Meneses et al. (2004).
Estipulou-se uma pontuagdo de 0 a 3 para cada corte
de hemisfério.

A nota 0 foi atribuida aos cortes de hemisfério
que apresentaram melhor distingdo entre substancia
branca e cinzenta numa area menor que 25% da su-
perficie total do corte; a nota 1 indicou que essa me-
lhor diferenciacao foi possivel numa area de 25% a
50% da superficie de corte; a nota 2 mostrou a maior
nitidez da distincdo numa area de 50% a 75%; e a
nota 3 atribuida a superficie maior que 75%.

O parametro 2 referiu-se a presenca de linha
Unica e continua separando a substancia branca do

101

cortex cerebral que a envolvia. Para analise deste pa-
rametro atribuiu-se pontuagdo de 0 a 3 para cada corte
de hemisfério. A nota 0 indicou presenca dessa linha
unica e continua em area menor que 25% da superfi-
cie total do corte; a nota 1 mostrou presenga da linha
em area de 25% a 50% da superficie total do corte; a
nota 2, linha em uma area de 50% a 75% da superficie
total de corte; ¢ a nota 3, em area maior que 75%.

O pardmetro 3 indicou o grau de impregnagao
da coloragdo em outros locais de substancia branca,
como a coroa radiada, a capsula interna e a substancia
branca do lobo temporal. Avaliou-se a extensdo ¢ a
tonalidade com que essa impregnacao foi observada.
Do mesmo modo, atribuiu-se pontuagao de 0 a 3 para
avaliar este critério. A nota 0 indicou substancia bran-
ca impregnada pelo corante em area superior a 75%
da superficie total do corte; a nota 1 referiu-se a pre-
senca de substincia branca impregnada pelo corante
em area de 50% a 75% de superficie total do corte; a
nota 2, impregnacdo pelo corante em area de 25% a
50% da superficie total; e a nota 3, em area menor que
25% da superficie total de corte.

Analise estatistica

As diferencas estatisticas das médias entre os
grupos foram determinadas utilizando-se o teste ¢ de
Student unicaudal para distribui¢des normais, € o tes-
te de Mann-Whitney para distribuigdes ndo normais.
Os resultados estdo apresentados como média + DP
(desvio padrdo). Toda a analise estatistica foi reali-
zada com os programas Microsoft Office Excel for
Windows versao 2011 e Statistica for Windows versido
99. As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0.05.

3. Resultados

Na avaliacdo dos cortes realizados, a colora-
¢do de Mainland apresentou resultado somado total
de 6,13+1,64, contra 3,3342,47 para a coloragdo de
Barnard, Robert ¢ Brown (p<0,001). Quando ana-
lisado isoladamente cada parametro, obtivemos os
seguintes resultados: diferenciacdo entre substin-
cia branca e cinzenta do cortex, 2,33+0,82 para co-
loragdo de Mainland e 1,20+1,08 para coloragdo de
Barnard, Robert ¢ Brown (p=0,0015); presenca de
linha tinica e continua separando a substancia branca
do cortex, 2,1340,74, para coloracdo de Mainland e
1,40+0,83 para coloracdo de Barnard, Robert ¢ Brown
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(p=0,008); grau de impregnagdo da colorag¢do na substancia branca, 1,67+0,49 para colora¢do de Mainland ¢
média 0,73+0,80 para coloragdo de Barnard, Robert e Brown (p<0,001) (Figura 1).

Figura 1 — Comparacdo entre as técnicas de Mainland e de Barnard, Robert e Brown. Nos trés critérios isoladamente e no
total os resultados foram diferentes de forma estatisticamente significante (p<0,001)

7 -
6,13

2,33 213

2 1,67
12 1,4

1 0,73

Critério 1 Critério 2 Critério 3 Total

W Mainland Barnard, Robert e Brown

A Figura 2 exemplifica um corte encefalico coronal submetido a técnica de Mainland, enquanto a Figura
3 monstra um corte axial corado pela técnica de Barnard, Robert ¢ Brown.

Figura 2 - Corte encefalico coronal submetido a técnica de Mainland
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Figura 3- Corte cerebral corado pela técnica de Barnard,
Robert e Brown

4. Discussao

A grande revolugdo tecnoldgica dos métodos
de neuroimagem na medicina, como o uso da tomo-
grafia computadorizada e da ressonancia magnética,
tem demonstrado detalhes anatémicos precisos. Junto
a esses avancos, ha uma necessidade cada vez maior
do estudo anatémico prévio das estruturas encefali-
cas para melhor compreensao das estruturas de subs-
tdncia cinzenta e branca, justificando a pesquisa de
métodos que favoregam o estudo da neuroanatomia.
(BLACKSTAD, 1993).

O presente estudo demonstrou que as técni-
cas de coloragdo empregadas foram uteis para uma
melhor visualizagdo da delimitagdo entre a substan-
cia cinzenta e a substancia branca, uma das princi-
pais vantagens do emprego dos métodos de colora-
¢do. (RODRIGUES, 2010). O método de Mainland
foi superior ao método de Barnard, Robert e Brown.
Meneses et al. (2004), em um trabalho de compara-
¢do entre as técnicas de Green, Mulligan e Barnard,
Robert € Brown, obtiveram melhores resultados desta
ultima, sendo que apresentou melhor grau de diferen-
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ciagdo entre as substancias branca e cinzenta. Entre-
tanto, esses autores ndo usaram a técnica de Mainland
que, tanto em parametros subjetivos quanto objetivos,
foi superior a técnica de Barnard, Robert € Brown no
presente estudo.

A superioridade da técnica de Mainland foi ob-
servada principalmente quando analisado o primeiro
parametro comparativo, o qual verifica de modo obje-
tivo a principal vantagem dos métodos de coloragdo:
o grau de diferenciagdo entre as substincias branca
e cinzenta. Entre as desvantagens, principalmente
analisada pelo terceiro parametro comparativo, este-
ve o grau de impregnacao da coloragdo da substancia
branca em graus variaveis, algumas vezes bastante
intensas. Essa caracteristica foi marcante visualmente
e estatisticamente superior pela técnica de Barnard,
Robert e Brown.

Na tentativa de explicacdo dessas diferengas,
podem-se evocar hipdteses de diferentes acdes mi-
croscopicas celulares das duas técnicas nos tecidos
formalizados. Outras técnicas consagradas, como a
coloragdo baseada na impregnagdo do complexo de
Golgi neuronal, servem como respaldo para a hipo-
tese de que alguns fatores moleculares e celulares
possam interferir nos resultados de melhor coloracao.
(FAIREN, 2005).

Dall’Oglio et al. (2010) propuseram que o
uso de impregnacdo metalica de neurdnios e células
gliais, assim como as técnicas deste estudo, podem
sofrer influéncias do metal utilizado. Alguns metais,
como o dicromato de potéssio, tetroxido de 6smio e
nitrato de prata, podem ter uma reacdo de melhor ou
pior eficacia, conforme a mistura e o tempo em que a
peca seja exposta a substancia quimica, podendo em
muitos casos marcar a substancia branca. A impreg-
nac¢do pela prata, por exemplo, aparentemente ocorre
ao acaso, o que leva a um nimero de neurdnios im-
pregnados sem um padrdo homogéneo de coloragao
celular. Nas técnicas comparadas neste estudo foram
utilizados metais como o ferrocianeto de potéssio, o
sulfato de cobre e o cloreto férrico. Esses diferentes
metais, com propriedades fisico-quimicas diferentes
e provavelmente interacdo com estruturas celulares
de modo desigual, podem explicar a impregnagao da
substancia branca e a coloracdo irregular dos corpos
neuronais da substincia cinzenta de forma diferente
com coloragdes diferentes. Outro aspecto que deve
ser levado em consideragdo ¢ que uma pega embebida
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em solugdo com formol 10% com um pH abaixo de
2,5 pode produzir varios aspectos da impregnacao ir-
regular das células neuronais e gliais. (DALL’OGLIO
et al. 2010).

Além de resultados melhores, a técnica de
Mainland tem uma metodologia mais simples ¢ mais
rapida. A técnica de Barnard, Robert e Brown foi a
que apresentou maior dificuldade na preparagdo, uma
vez que necessita de quatro solugdes diferentes, sen-
do uma delas aquecida a 60 °C. Por outro lado, a téc-
nica de Mainland exige, para sua realizagdo, apenas
trés solugdes, que ndo necessitam de aquecimento.

Concluimos que, quando comparadas as téc-
nicas do trabalho, em relacdo a diferenciacdo de
substincia cinzenta e branca, obtivemos resultados
que apontam a técnica de Mainland com melhor ava-
liagdo objetiva quando comparada com a técnica de
Barnard, Robert e Brown. Portanto, sugerimos que os
laboratorios de anatomia que desejem empregar téc-
nicas de colorag¢ao utilizem o método de coloragao de
Mainland como primeira escolha.
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