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Resumo

0 estudo de autdpsias fetais inclui a avaliacao ocular, nomeadamente do cristalino. A
constituicao do cristalino condiciona a extensao dos efeitos de retracao induzidos pela fixagcao e
consequente formacao de artefactos, que mimetizam as cataratas congénitas.

O objetivo deste projeto é avaliar o impacto de protocolos de fixagao na inducao de
artefactos histoldgicos do cristalino em olhos provenientes de autdpsias fetais.

Foram testadas duas solucdes fixadoras (formaldeido a 4% e uma solucao de
formaldeido a 1% com glutaraldeido a1,25%) e dois métodos de fixacao (imersao convencional e
imersao com incisdes na esclerdtica) nos 32 olhos de autdpsias de interrupcdes médicas da
gravidez.

A observacao histoldgica do cristalino (coloracao de hematoxilina-eosina) revelou
gldbulos em 83,3% dos casos (40% na solucao em estudo e 16% comincisao), vactiolos em 100%
(47% na solucao em estudo e 20% com incisao), fendas em 100% (47% na solucao em estudo e
20% com incisao), material proteindceo em 10% (formaldeido a 4%) e auséncia de fragmentacao
capsular em 13% dos casos com incisao.

A comparacao dos quatro grupos nao revelou diferencas estatisticamente significativas
para os parametros avaliados.

Esses resultados destacam a necessidade de realizar mais estudos para otimizar os

protocolos de fixacao de olhos fetais.

Palavras-chave: Cristalino; Fixacao; Catarata; Olho; Fetopatologia



Abstract

The study of fetal autopsies includes ocular evaluation, namely the lens. The constitution
of the lens conditions the extent of retraction effects induced by fixation and consequent
formation of artefacts, which mimic congenital cataracts.

The aim of this project is to evaluate the impact of fixation protocols on the induction of
histological lens artefacts in eyes from fetal autopsies.

Two fixative solutions (4% formaldehyde and a 1% formaldehyde solution with 1.25%
glutaraldehyde) and two fixation methods (conventional immersion and immersion with incisions
in the sclera) were tested in 32 eyes from autopsies of medical terminations of pregnancy.

Histological observation of the lens (hematoxylin-eosin staining) revealed globules in
83.3% of cases (40% in the study solution and 16% with incision), vacuoles in 100% (47% in the
study solution and 20% with incision), clefts in 100% (47% in the study solution and 20% with
incision), proteinaceous material in 10% (4% formaldehyde) and absence of capsular
fragmentation in 13% of cases with incision.

The comparison of the four groups did not reveal statistically significant differences for
the parameters evaluated.

The results highlight the need for further studies to optimize fetal eye fixation protocols.

Keywords: Lens; Fixation; Cataract; Eye; Perinatal Pathology
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Grafico 14 - Representacao grafica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias,
relativamente a presenca do parametro fragmentacao da capsula e epitélio do cristalino, sendo
SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a1,25%..........ccccooe 35
Grafico 15 - Representacao grafica da distribuicao do parametro fragmentacao da cdpsula e
epitélio do cristalino em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 5%, sendo SF - Formaldeido

a4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%. 36

Grafico 16 - Representacao grafica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias,
relativamente a alteracao da forma do cristalino, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solucao

de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%. 37

Grafico 17 - Representacao grdfica da distribuicao do parametro alteracao da forma do cristalino
em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de reqular/irregular, sendo SF - Formaldeido a 4% e

SFG - Solucgao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a1,25%. 38

Grafico 18 - Representacao grafica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias,

relativamente a heterogeneidade da coloracao do cristalino, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG

- Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a1,25%. 39
Grafico 19 - Representacao grafica da distribuicao do parametro heterogeneidade da coloracao
em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de homogénea/heterogénea, sendo SF -

Formaldeido a 4% e SFG - Soluc¢ao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a1,25%.........cccooueeeereenee. 40
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1. Introducao

O estudo anatomopatoldgico em fetopatologia pressupde a execucao de autdpsias
fetais, as quais requerem a avaliacao sistematica dos diferentes érgaos e sistemas, com o
objetivo de identificar alteragoes do desenvolvimento e processos patoldgicos.

A avaliacao ocular, nomeadamente do cristalino, integra esse estudo, e dedica-se a
observacao do crescimento, maturacao ocular e de alteracoes patoldgicas subjacentes. A
detecao de alteracdes oculares em autdpsias fetais pode constituir um elemento chave da

caracterizacao fenotipica, contribuindo para o diagndstico final (1).

1.1. Anatomia e histologia do olho
A anatomia do olho é complexa e envolve diferentes estruturas que contribuem

sinergicamente para a funcao a que se destinam, a visao (Figura 1) (2-5).
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Figura 1- Seccdo transversal do globo ocular, na qual se observam as diferentes estruturas que integram a sua
composicao, extraido de Netter et al. (5)



O globo ocular é a estrutura principal do olho e possui uma forma esférica. A sua
composicao compreende trés camadas principais: camada externa (fibrosa) ou esclerdtica,
camada média (vascular) ou vea e camada interna (nervosa) ou retina (4,6).

A esclerdtica, de aparéncia branca, confere protecdo e suporte estrutural ao olho. E
constituida por tecido conjuntivo denso, onde feixes de fibras de colagénio se dispéem
paralelamente (7).

A livea subdivide-se em trés partes, sendo estas a coroide, composta por tecido conjuntivo
laxo e vasos sanguineos que fornecem o suprimento sanguineo do olho, corpo ciliar, que produz
0 humor aquoso e regula a forma do cristalino, e iris, responsdvel pela cor dos olhos e controlo da
quantidade de luz que entra no olho através da regulacao do tamanho da pupila. A pupilalocaliza-
se no centro da iris e controla a quantidade de luz que entra no olho, ou seja, a pupila contrai-se
em condigdes de luz intensa (miose) e dilata-se em condicdes de pouca luz (midriase) (8).

A retina é uma estrutura sensivel a luz e contém células fotorrecetoras (bastonetes e
cones) que convertem a luz em sinais elétricos que, posteriormente, sao enviados ao cérebro
através de um feixe de fibras nervosas, o nervo 6tico, para formar a informacao visual (9).

Para além destas estruturas principais, existem ainda outras estruturas importantes, tais
como os musculos oculares, responsaveis pelos movimentos dos olhos, e as glandulas lacrimais,
que produzem ldgrimas para manter o olho lubrificado e protegido (10).

O interior do olho é constituido por trés camaras: anterior, posterior e vitrea. A camara
anterior é delimitada anteriormente pela cérnea e posteriormente pela iris e superficie anterior do
cristalino. A camara posterior é posterior airis e circundante ao equador do cristalino, separando-
odo corpo ciliar. Estas duas camaras, anterior e posterior, sao continuas entre siatravés da pupila
e ambas contém humor aquoso. O humor aquoso, produzido pelo corpo ciliar, alimenta as
estruturas circundantes, nomeadamente a cdrnea e o cristalino. A camara vitrea, a maior das trés
camaras, encontra-se adjacente a camada interna da retina e é limitada anteriormente pelo

cristalino. Esta camara contém uma substancia semelhante a um gel, denominado humor vitreo

(3).



11.1. Cristalino
O cristalino é uma lente transparente, biconvexa e semissdlida, localizada posteriormente
airis, que auxilia a focalizagao da luz na retina, ajustando a sua forma através da contracao dos
musculos ciliares (11,12).
A cdpsula do cristalino é um revestimento acelular homogéneo, hialino e mais espesso na
face anterior constituida, principalmente, por colagénio do tipo IV e glicoproteinas (7,10).
O epitélio subcapsular do cristalino é formado por uma tnica camada de células epiteliais
cuboides, na porcao anterior, e é a partir deste epitélio que se originam as fibras constituintes da

estrutura interna do cristalino (Figura 2) (7,13).
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Figura 2 - Imagem histoldgica da por¢do anterior do cristalino, na qual estao evidenciados
o epitélio subcapsular, a cdpsula e fibras do cristalino, extraido de Junqueira et al. (7)

1.2. Organogénese do olho

0 olho é constituido por tecidos com diferentes origens embrionarias, sendo o cristalino e
acorneaoriginados a partir da ectoderme de superficie, enquanto a retina e as camadas epiteliais
dairis e do corpo ciliar advém da placa neural anterior. O desenvolvimento do olho € um processo
dinamico e organizado, que tem inicio na terceira semana de desenvolvimento e devera estar
finalizado na décima semana. (2,14).

No final da quarta semana de desenvolvimento, através dainvaginagao dos sulcos 6ticos,
ocorre a formacao das vesiculas 6ticas, que podem ser descritas como diverticulos da parede
anterior do encéfalo e penetram no mesénquima adjacente. Estas vesiculas entram em contacto
com a ectoderme de superficie, tornando-a mais espessa, formando o placddio do cristalino, que

ird originar a vesicula do cristalino (15,16).



Aquando o desenvolvimento da vesicula do cristalino, as vesiculas dticas invaginam-se e
dao origem ao calice 6tico, que apresenta uma parede dupla, sendo que, nesta fase, a vesiculado
cristalino ja se encontra dentro da cavidade do calice dtico (Figura 3) (2,4,15,16). As células
posteriores da vesicula do cristalino formam as fibras primarias do cristalino, orientadas antero-
posteriormente. As células anteriores originam um epitélio simples que recobre a superficie do
cristalino e dao origem as fibras secundarias do mesmo, que constituem a maioria do cristalino

maduro (Figura 4) (4,17).
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Figura 3 - Esquema da formacao da vesicula do cristalino e do cdlice dtico, extraido de Khurana
etal. (4)

A - Espessamento da ectoderme de superficie que dd origem ao placddio do cristalino. Be C-
A vesicula dtica invagina, dando origem ao cdlice dtico. A vesicula do cristalino jd se encontra na
cavidade do cdlice dtico. D - Separacdo da vesicula do cristalino da ectoderme de superficie ao
33%dia de gestacdo.

A) Lens vesicle (early) B) Lens vesicle (late) C) Embryonic lens (nucleus)

Figura 4 - Esquema do desenvolvimento do cristalino, adaptado de Khurana et al. (4)

A e B - As células da parede posterior da vesicula do cristalino alongam-se para formar as fibras primdrias do cristalino, que obliteram
a cavidade da vesicula do cristalino. C - As fibras primdrias do cristalino, formadas até ao 32més de gestacao, sao preservadas cormo o
nticleo compacto do cristalino, denominado como nticleo embriondrio.

A medida que a vesicula ética se forma é envolvida por uma bainha de mesénquima
derivada de células da crista neural e da mesoderme. Esta bainha diferencia-se para formar as
duas camadas do calice dtico: a camada interna vascular (coroide) e a camada externa fibrosa
(esclerdtica) (18,19).

0 mesénquima que recobre o cristalino em desenvolvimento divide-se em duas camadas
para englobar um novo espaco denominado camara anterior. A parede interna da camara anterior

que recobre o cristalino € uma estrutura vascular transitéria, denominada membrana pupilar. As



camadas profundas desta parede sofrem vacuolizagao para criar uma outra cavidade, a camara
posterior, entre o cristalino e o restante da membrana pupilar (17).

0 sangue é fornecido para o cristalino e retina em desenvolvimento através de um ramo
terminal da artéria oftalmica, a artéria hialoide, que penetra na vesicula ética através de um sulco,
denominado este de fissura 6tica. A porcao da artéria que atravessa o corpo vitreo para alcancar
o cristalino degenera durante o desenvolvimento fetal originando o cristalino maduro, enquanto

a artéria central da retina é derivada da restante porcao da artéria hialoide (13,17).

1.3. Patologias congénitas oculares mais frequentes

Os olhos fetais podem ser sede de anomalias do desenvolvimento e de outras patologias
no periodo fetal e perinatal. Entre as patologias oculares descritas, destaca-se a catarata
congénita, como sendo a principal causa de perda de visao em criancas. Outras patologias
congénitas oculares mais frequentes sao a retinopatia da prematuridade, o glaucoma congénito
e infecdes intrauterinas com afetacao ocular (20,21,22).

Sao varios os fatores de risco que estao associados ao desenvolvimento de doencas
oculares fetais, podendo estes serem desde fatores genéticos, como a exposicao a agentes
teratogénicos, idade materna avancada e patologia materna durante a gravidez, nomeadamente

patologia infeciosa e a diabetes (20).

1.3.1. Catarata congénita

A catarata congénita afeta cerca de 1 em cada 10 000 nados vivos e, tal como referido
previamente, € a principal causa de perda de visao em criancas. O diagndstico clinico de catarata
pressupde a opacificacao do cristalino, condicionando a alterac6es no indice de refracao do
mesmo. (22). A catarata congénita pode ser unilateral ou bilateral, isolada ou associada a outras
condicoes, nomeadamente: sindromicas e genéticas, como a sindrome de Lowe e de Patau,
doencas metabdlicas (sindrome de Leigh), infeces intrauterinas (Rubéola) e ainda, raramente,
traumaticas (23,24). Existe uma grande variedade de genes descritos associados a esta
condicao, incluindo padroes de hereditariedade autossomica dominantes, autossomica
recessiva e autossémica recessiva ligada ao X (24). As cataratas congénitas hereditarias sem
outras anomalias associadas tém melhor progndstico em relacao as cataratas com outras

anomalias oculares e/ ou sistémicas coexistentes. As cataratas unilaterais sao geralmente

esporddicas e isoladas, sem evidéncia de histdria familiar de doenca sistémica (23,24).



As cataratas congénitas traduzem-se em alteracdes histoldgicas especificas,
caracterizadas pela alteracao da configuracao e organizacao do cristalino, hipereosinofilia das
fibras, fendas extracelulares, vacuolizacao das fibras corticais superficiais e glébulos
eosinofilicos de tamanho varidvel (gldbulos de “morgagnian-like”), que condicionam a retencao
dos nucleos das células epiteliais do cristalino no nticleo do cristalino e a alteracoes da capsula
(25). Estd descrita a sobreposicao dos artefactos induzidos por autdlise, associados ao processo
de fixacao e a trauma mecanico durante a remocao do globo ocular com os achados histolégicos

identificados nas cataratas congénitas, mimetizando-os (Figura 5) (1,25).
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Figura 5 - Imagens histoldgicas de catarata congénita em caso de autdpsia fetal com Sindrome de Lowe.

a) Alteracao da configuragdo do cristalino com separagao e fragmentacao da cdpsula. b) Vacuolizagao (seta a preto), fendas extracelulares (seta amarela)
e gldbulos eosinofilicos de tamanhos varidveis (gldbulos ‘morgagnian-like”) (seta verde). c) Acumulagao de células com morfologia semelhante as células
do epitélio da bexiga (“bladder cells”) (seta azul).

1.4. Procedimentos técnicos

1.4.1. Técnicas de extracao ocular

A extracao ocular em autdpsias fetais é efetuada classicamente sequndo uma das duas
abordagens técnicas: a abordagem anterior e a posterior (2,26). Na abordagem anterior, as
palpebras sao afastadas através de um retrator e a conjuntiva é aberta junto ao limbo. A
conjuntiva e a fascia de Tenon subjacente sao dissecadas da esclerética com o auxilio de uma
tesoura curva. Identificam-se os quatro musculos retos e posteriormente, procede-se aremocao
dos mesmos. Antes de seccionar o nervo 6tico, cortam-se os musculos obliquos e o tecido
adjacente. Apds este Ultimo passo, o olho é totalmente extraido. No caso de nao se conseguir
observar o nervo dtico, opta-se por uma abordagem pela via nasal e a utilizacao de tesouras
maiores e mais curvas (Figura 6) (2).A abordagem posterior inicia-se pelaremocao do teto dsseo,
expondo o conteddo orbitdrio, sequindo-se a dissecao dos tecidos. Com um bisturi, sao
seccionadas as estruturas inferiores, os musculos extraoculares, vasos, nervos e o anel de tecido

conjuntivo que envolve o nervo 6tico, assegurando-se a manutencao de um segmento de nervo



6tico adjacente ao globo ocular a ser extraido. De seguida, é realizada a dissecao da fascia de
Tenon. Por fim, retiraram-se o0s restantes anexos periosteais e pressiona-se suavemente a

superficie anterior do olho, de forma a destaca-la para o interior da cavidade craniana (Figura 7)
(26).

Figura 6 - Extracdo do globo ocular segundo uma abordagem anterior, adaptado de Verdijk et al. (2)

a) Vista anterior do globo ocular fetal antes da remogao, com o retrator para afastar as palpebras, jd inserido. b) Dissecagdo da conjuntiva junto ao limbo
da cdrnea. c) Identificam-se os musculos retos e seccionam-se os mesmos. d) E utilizado um gancho para facilitar na identificacdo dos musculos. e)
Secgao do nervo dtico apds remogao dos musculos retos e obliquos e tecido adjacente. f) Globo ocular apds extragdo com porgao de nervo dtico.

Figura 7 - Extragao do globo ocular sequndo uma abordagem posterior, adaptado de Verdijk et al.(2)

a) Vista do teto orbital apds remocao do cérebro. b) F efetuado um corte vertical no teto orbital oposto & placa cribriforme do etmoide. Segundo
corte feito medialmente, ao longo da asa do esfenoide, de encontro ao primeiro corte e a um terceiro feito ao longo do osso temporal. ¢) O teto
orbital é removido. d) E exercida uma ligeira pressdo nas pdlpebras para expor o olho. e) Corte dos muisculos extraoculares com o auxilio de
pingas e tesouras. f) Orbitas vazias apds remogao dos olhos.

1.4.2. Macroscopiado olho

Apds a extracao ocular decorre o procedimento de avaliagao macroscdpica do olho. A
abordagem macroscépica dos olhos fetais é globalmente semelhante ao procedimento adotado
em olhos de adultos sendo, contudo, mais minucioso, tendo em conta as menores dimensoes dos

mesmos. Os manuais de macroscopia descrevem procedimentos na generalidade semelhantes



entre si, nao existindo variacdoes do procedimento adotado para as pecas operatdrias de
enucleacao comparativamente ao procedimento adotado para os olhos obtidos de autépsias
fetais/ de adulto (27).

Classicamente os procedimentos utilizados descrevem que a peca de enucleagao devera
ser fixada intacta em formaldeido a 4% durante 24 horas e, posteriormente, colocada em etanol
a60% durante 12 a 24 horas, para endurecimento da esclerdética. De sequida, a peca € orientada,
seguindo os pontos de referéncia: a cérnea (anterior), o nervo Gtico (posterior), os masculos e
veias (posteriores e laterais). Ao efetuar a descricao macroscépica dever-se-a ter em atencao
locais de traumatismo acidental ou cirdrgico. Alguns protocolos sugerem que a superficie externa
seja pintada, com excecao da cdrnea, assim como a margem do nervo Gtico (esta de outra cor)
(27). 0 olho devera ser seccionado (cortes sagitais ou transversais), adaptando-se os cortes a
situacao, de forma a representar mais adequadamente alesao, devendo-se evitar seccionar pelo

centro da cdrnea, para reduzir a deslocacao do cristalino (Figura 8) (Anexos 1 alll) (27).

Figura 8 - Esquema representativo do procedimento macroscopico em pecas de
enucleagdo, extraido do Manual de Macroscopia do Servico de Anatomia Patoldgica do
Centro Hospitalar Universitdrio de Sdo Joao
1.4.3. Técnicadeincisao na escleroética
Pang et al., num trabalho desenvolvido com recurso a olhos de ratinho, utilizaram uma
técnicainovadora ("Window Technigue”), na qual efetuaram duas incisdes na esclerdtica, umana
camara anterior e outra na camara posterior, de modo a permitir uma melhor penetracao do
fixador e diminuir a pressao intraocular nas camaras. Inicialmente, os locais de excisao foram

marcados com corante. Posteriormente, com uma agulha, a cérnea foi perfurada em direcao a

camara anterior e, de forma a expandir aincisao para uma pequena janela de, aproximadamente,



2-5mm, utilizaram uma tesoura. Esta técnica foi também utilizada para a acesso a camara
posterior (Figura 9) (28). Nao existem registos na literatura da utilizacao desta técnica em olhos

humanos, nomeadamente em olhos fetais.

A 1. The eye is held in place with 2. Vannas scissors are used
forceps and the excision sites to begin the full-thickness
are marked with dye. The cornea excision

is penetrated with a needle
into the anterior chamber

26-gauge syringe
needle

Cornea -

Yellow dye |
Non-serrated /
forceps |

3. The eye is rotated
as the excision
continues 4. Result Technique repeated

Window in in Post. Chamber
Anterior Chamber  behind lens

Vannas scissors

Figura 9 - Esquema da técnica de incisao na esclerdtica adotada, descrita por Pang J et al. (28)

1- Perfuragao com uma agulha da cdrnea na camara anterior. 2 - Expansao da perfuracdo com uma tesoura. 3 - Rotacao
do olho d medida que € feita a expansado daincisao. 4 - Obtém-se a “incisao emjanela” e o mesmo procedimento € efetuado
para acesso a camara posterior.

1.5. Processo de fixacao
Apds a abordagem macroscopica segue-se o processo de fixacao, que tem como objetivo
preservar as estruturas morfoldgicas das células e tecidos, de forma a manté-las o mais préximo
possivel do seu estado in vivo. O processo de fixacao pretende ainda evitar a sua degradagao e,
assim, preparar os tecidos para as fases sequintes do processamento histoldgico (29,30).
Existem duas classes de fixadores: fixadores coagulantes ou nao aditivos, que nao se
ligam as proteinas dos tecidos e precipitam-nas, e os fixadores nao coagulantes ou aditivos, que
se ligam as proteinas (31,32).
Os principais fixadores aditivos sao os fixadores aldeidos, nomeadamente o formaldeido
e o glutaraldeido. Estes fixadores formam ligacdes cruzadas entre as moléculas através da
adicao de grupos covalentes reativos (29,31,33). O glutaraldeido é um aldeido “bifuncional”, uma
vez que possui dois grupos aldeido (-CHO) nas extremidades da sua cadeia carbdnica, o que
permite que participe em varias reacoes quimicas, tanto com outros compostos que possuam

grupos funcionais reativos (aminas) como também entre as prdprias funcdes aldeido presentes



na molécula (Figura 10) (29,34). Apesar de promover uma melhor preservacao ultraestrutural, o

glutaraldeido é um fixador com taxa de difusao mais lenta (29,35,36).
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Figura 10-Trés representacfes de uma molécula monomeérica de glutaraldeido, adaptado de
Kiernan et al. (33)

Quando o formaldeido é exposto aluz, isto é, ao oxigénio atmosférico e tecidual, ocorre a
sua oxidacao, formando acido férmico (Figura 11) (37). O &cido férmico pode precipitar-se nos
tecidos sob a forma de um pigmento castanho, sendo considerado um artefacto. Como tal, para
evitar a formacao deste precipitado, deve-se preparar o fixador em solu¢des tamponadas, ou,

entao, adicionar carbonato de calcio para neutralizar a acao do pH da solugao (31).
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Figura 11- Reag6es quimicas do formaldeido com a dgua com o proprio e com proteinas, adaptado de Nowacek et
al.(37)

Methylene bridge

1.5.1. Artefactos de fixacao

Os artefactos associados a um processo de fixacao ineficiente dificultam a observacao
histoldgica podendo levantar problemas de diagndstico nos tecidos. No cristalino estao descritas
alteracoes artefactuais que mimetizam os achados histoldgicos que caracterizam as cataratas.
Entre os artefactos identificados encontram-se o aparecimento de gldbulos, vacuolos, fendas, a
presenca de material proteindceo subcapsular, a separacao capsular anterior e posterior e a

fragmentacao da capsula e do epitélio (1,2,25). Esses artefactos estao descritos como estando
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associados a processos de fixacao ineficazes, a autdlise/ maceracao e ainda secunddrios a
trauma mecanico durante a remocao do globo ocular (1,25,38). A distincao entre os artefactos
causados por autdlise e maceracao, dos provocados pelo processo de fixacao, nao é clara,
ocorrendo sobreposicao entre eles, considerando-se que 0s processos causais serao, pelo
menos parcialmente, semelhantes.

E possivel encontrar artefactos associados ao processo de autdlise na generalidade dos
globos oculares fetais, sendo estes mais extensos nos casos de abortamento espontaneo e
morte fetal intrauterina, pelo tempo de retencao intrauterina apés morte fetal mais prolongado
(39,40). Nos casos das interrupcdes médicas da gravidez (IMG), o tempo que decorre entre a
morte fetal e a expulsao é curto (habitualmente nao excedendo as 24h), pelo que as alteracdes
secundarias a autdlise/ maceracao, quando existem, sao habitualmente inexistentes ou ligeiras
(38-40).

Herwig et al. publicaram em 2011 um estudo que avaliou artefactos em globos oculares
fetais, usando uma amostra de 341 olhos, provenientes de 180 fetos humanos, onde, 261 foram
fixados em formol a 10% tamponado neutro e 80 na solucao de Karnovsky, uma solucao que
combina paraformaldeido com glutaraldeido. O seu principal objetivo foi avaliar a frequéncia e
extensao dos artefactos encontrados, com base na andlise da origem dos fatores causais mais
provaveis para estes fendmenos, e sugeriram que a origem dos artefactos fosse categorizada
em efeitos mecanicos aquando da remocao do globo ocular, tipo de abortamento, fixacao tardia
com autdlise associada e o tipo de fixador. Herwig et al. constataram que, na maioria dos casos,
foram observados artefactos como extravasao de pigmento e alteracdes autoliticas da retina.
Verificaram que quase todos os olhos apresentavam alteracoes do cristalino muito semelhantes
as alteracoes encontradas em olhos de adultos diagnosticados com cataratas. Também
observaram alteracdes oculares estruturais associadas a sindromes sistémicos que, na maioria
dos casos, podiam ser distinguidas de artefactos. 0s mesmos autores concluiram, neste estudo,
que os artefactos encontrados no cristalino se sobrepdéem frequentemente, dificultando a
caracterizacao histoldgica (1). Devido ao facto de existirem artefactos que mimetizam as
alteracoes do cristalino identificadas em casos de catarata congénita, Herwig et al. sugerem que
o diagndstico anatomopatoldgico de catarata congénita nao deva ser baseada exclusivamente
no exame histopatoldgico, propondo a conjugacao com uma avaliagao macroscopica detalhada,
recorrendo a técnica de transiluminacao, defendendo um diagndstico integrado com os achados

macroscaopicos (1). 0s mesmos autores, num estudo realizado em 2013, reuniram uma amostra
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de 20 olhos, provenientes de 10 fetos, com idade gestacional compreendida entre as 15 e as 36
semanas, 5 dos quais resultaram de abortamentos espontaneos e os outros 5 de interrupcoes
médicas da gravidez (IMG). Relativamente a fixacao, um olho do par foi fixado em formol a 10%
tamponado neutro e o outro na solucdo de Karnovsky (25). Neste estudo os autores
caraterizaram os artefactos do cristalino dos olhos fetais e exploraram os diversos fatores que
poderiam afetar a morfologia do mesmo, salientando a importancia dos fixadores (25). Como
resultados, todos os cristalinos examinados neste estudo apresentaram alteracoes
morfoldgicas. Macroscopicamente, o cristalino dos olhos fixados na solucao de Karnovsky
apresentavam-se amarelados, enquanto os cristalinos fixados em formaldeido eram geralmente
mais eshranquicados. Embora os cristalinos fixados em glutaraldeido apresentassem uma
quantidade inferior de alteracoes estruturais em relacao aos cristalinos fixados em formaldeido,
o tipo de achados identificados eram semelhantes e foram interpretados como artefactos. Estes
artefactos estavam presentes numa extensao varidvel e compreendiam glébulos, vactiolos,
fendas, separacao capsular anterior e posterior, material proteinaceo capsular, fragmentacao da
capsula ou do epitélio do cristalino e alteracao da forma - umbilicagao posterior do cristalino

(Figura12) (25).
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Figura 12 - Artefactos comuns do cristalino em olhos fetais semelhantes as alteracdes identificadas
em casos de catarata congénita, extraido de Herwig et al. (25).

a) Glébulos (seta) e material proteindceo subcapsular (asterisco). b) Vactiolos (seta). c)Fendas (seta) e
fragmentacao do epitélio (cabeca da seta). d) Separagao capsular posterior (seta).
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Os autores verificaram que os gldébulos, corpusculos redondos e eosinofilicos, foram,
maioritariamente, encontrados no polo posterior e eram semelhantes aos glébulos identificados
em casos de cataratas avancadas em adultos. Os vacuolos, identificados como alteracoes
semelhantes ainclusdes brilhantes, tinham uma forma redonda ou tubular, dependendo do corte.
Constataram que as fendas se encontravam, normalmente, no centro do cristalino e
representavam um artefacto de corte. A separacao capsular foi facilmente identificada como um
espaco vazio entre a capsula e o cdrtex do cristalino encontrado no polo anterior e/ou posterior
do mesmo. Deduziram que as ruturas na cdpsula do cristalino, muitas vezes em combinacao com
um epitélio fragmentado, foram resultantes do processo de autdlise e da etapa da microtomia. A
umbilicacao posterior, causada pela fixacao e ndo presente in vivo, foi mais visivel em fetos com
mais de 20 semanas (25).

Numa analise mais detalhada dos 20 olhos, embora sem significado estatistico, Herwig
et al. averiguaram que os glébulos estavam presentes em maior frequéncia nos cristalinos
fixados em formaldeido do que nos cristalinos fixados na solucao de Karnovsky. Por outro lado,
foi nos cristalinos fixados na solucao que se verificou a ocorréncia de separacao capsular mais
frequentemente. Contudo, os restantes artefactos nao pareceram estar associados a um fixador
em especifico (25). Adicionalmente, os autores verificaram que o material proteinaceo
subcapsular estava presente ligeiramente em maior quantidade nos cristalinos de fetos de IMG.
No entanto, foi encontrada uma maior quantidade de artefactos (fragmentacao capsular e do
epitélio do cristalino) nos olhos de fetos provenientes de abortamentos espontaneos,
possivelmente devido a autélise/ maceracao, pelo tempo prolongado de retencao intrauterina.
Os artefactos (gléhulos, vactolos, fendas e separacao capsular) ocorreram independentemente
do tipo de morte. Relativamente a idade gestacional, Herwig et al. ndo encontraram nenhuma
associacao ou tendéncia de associacao da idade com o tipo ou extensao dos artefactos
identificados no cristalino (25). Os autores concluiram que estes artefactos sao frequentes e
variaveis, constituindo um desafio diagndstico (25).

Segundo Cogan, o cristalino “nao é mais do que uma bolsa de proteinas, solutos e agua” e
devido a concentracao elevada de proteinas, os processos de fixacao, inclusao e corte estao
condicionados. O cristalino estd rodeado por uma capsula rica em colagénio, na qual se fixa uma
matriz extracelular de pequenas fibras eldsticas, a zénula (9,10,41,42). A transparéncia do
cristalino esta associada a regularidade das suas fibras, ou seja, o facto da sua disposicao ser

altamente ordenada faz com que estas se tornem numa série de superficies refrativas coaxiais
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(43,44). Outro fator é a presenca e distribuicao uniforme das proteinas soltveis no citoplasma,
cuja manutencdo desta distribuicdo se deve ao citoesqueleto (22,44). As caracteristicas
tecidulares das estruturas oculares, nomeadamente do cristalino, condicionam a extensao dos
efeitos de retracao induzidos pela fixacdao. No sentido de otimizar a fixacao dos tecidos para,
desta forma, reduzir os artefactos associados a este processo, é necessario combinar as
propriedades fisicas e quimicas dos fixadores com as do tecido a analisar. Consequentemente, é
necessario desenvolver e testar protocolos de fixacao adaptados (2,41).

Num estudo efetuado em 1994, Margo et al. pretendiam encontrar o fixador ideal para
todas as estruturas do globo ocular, de forma a que este causasse menor reducao do volume
interno das camaras anterior e vitrea e permitisse uma melhor preservacao dos tecidos intra-
oculares mais sensiveis. Paratal, na primeira parte do estudo, utilizaram solucdes de formaldeido
a 4%, 2% e 1% em olhos de caes; coelhos e porcos. Um olho de cada par foi fixado por imersao
em formaldeido a 4% como controlo, e o outro olho em formaldeido a 2% ou 1%, durante 36h. Na
segunda parte do estudo, foram testadas diferentes misturas de formaldeido com glutaraldeido,
de forma a determinar a sua concentracao e osmolaridade 6timas para a preservacao celular
(45). A osmolaridade esta associada a quantidade de sais de fosfato adicionados para tamponar
as solucoes fixadoras, de forma a serem armazenadas durante mais tempo sem perder as suas
propriedades (45,46). Foi escolhido, como solvente do formaldeido, o glutaraldeido, visto que
apresenta baixa osmolaridade e maior disponibilidade nos laboratdrios (45). Os autores
verificaram que, na primeira parte do estudo, o volume apds fixagcao das camaras anterior e vitrea
foi inversamente proporcional a concentracao do formaldeido utilizado, ou seja, a retracao do
volume dos olhos fixados em formaldeido tamponado a 4% é causada pela sua elevada
osmolaridade. Na segunda parte do estudo, a mistura de fixadores de formaldeido a 1% e
glutaraldeido a 1,25% demonstrou 6timos resultados na fixacao de todo o globo ocular, dado que
reduziu a distorcao do tecido sem comprometer a preservacao celular. Com esta mistura de
fixadores, a retina neurossensorial era menos propensa de se destacar do epitélio do pigmentar

daretina e a camara anterior manteve uma forma mais préxima ao estado in vivo (45).
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1.6. Objetivos
O objetivo do presente estudo é avaliar o impacto de diferentes protocolos de fixacao na
inducao de artefactos histoldgicos do cristalino em olhos fetais. Desta forma pretende-se
contribuir para a otimizacao deste processo em globos oculares fetais, com a reducao dos
artefactos induzidos pela fixacao, assegurando uma adequada interpretacao histolégica dos

achados ohservados no cristalino, com vista ao adequado diagndstico anatomopatoldgico.
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2. Materiais e métodos

A componente experimental desenvolvida tem por base um estudo caso controlo,
prospetivo e observacional, no qual serao testados novos protocolos de fixacao de olhos fetais.
Este foi desenvolvido na Unidade de Fetopatologia do Servico de Anatomia Patoldgica do Centro
Hospitalar Universitdrio de Sao Jodo (CHUSJ) e aceite pela Comisséo de Etica desta instituicdo
(N°263/22) (Anexo IV).

Como ponto de partida a realizagao deste projeto foi realizada uma revisao da literatura
para aprofundamento do tema e perce¢ao da sua importancia. Decorreram vdrias reunidoes com
a equipa de trabalho nas diferentes fases de desenvolvimento do projeto (Prof.2 Dr.2 Ana Costa
Braga, médica especialista em Anatomia Patoldgica, eTécnica Susana Silva, Técnica de Anatomia

Patoldgica).

2.1. Caraterizacao da amostra

Durante o periodo de estagio no Centro Hospitalar e Universitario de Sao Jodo foi efetuada
a colheita, fixacao e exame histopatoldgico dos olhos fetais utilizados neste projeto. Os globos
oculares utilizados foram provenientes de fetos de IMG de todas as idades gestacionais
rececionados na Unidade de Patologia do Desenvolvimento do servico de Anatomia Patoldgica
no periodo do estdgio curricular. A selecao de casos de IMG, excluindo os casos de abortamento
espontaneo e de mortes fetais, pretendeu reduzir os artefactos induzidos pela autdlise associada
ao tempo de retencao intrauterino, aspetos estes que seriam confundidores para a avaliagao dos
artefactos induzidos pela fixagao, tal como foi previamente descrito nos estudos desenvolvidos
por Herwig et al. (1,25).

Neste projeto foram utilizados os olhos de 16 fetos, sendo que em metade dos casos a
fixacao ocular apds extracao foi realizada com formaldeido a 4% (SF) (n=8 fetos) e, na metade
restante, a fixacao apds extracao foi realizada com uma solucao de formaldeido a 1% e
glutaraldeido a 1,25% (SFG) (n=8 fetos). Em todos os fetos, nos olhos esquerdos foi efetuado o
procedimento adicional de técnica de incisao na esclerdtica descrito por Pang et al., descrito
previamente, e que consiste na realizacao de duas “janelas” na esclerdtica, e os olhos direitos
foram fixados pela técnica padrao de imersao (28,47). Como tal, o grupo 1 corresponde aos olhos
fixados em formaldeido a 4% sem efetuar a técnica de incisdao na esclerdtica; o grupo 2 aos olhos
fixados em formaldeido a 4% em associacao com a técnica; o grupo 3 aos olhos fixados com a

solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% sem efetuar a técnica e o grupo 4 aos olhos
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fixados nesta solucao em estudo em associacao com a técnica de incisao na esclerética (Figura
13).

Técnica padraodeimersaoda amostra
Olho direito (n=8)

Formaldeido a 4% (SF) Grupot
{n=8fetos) e -
Técnica de incisaona esclerdtica
p Olho esquerdo (n=8)
Estudo observacional
prospetivo
(n=16 fetos)

Tecnicapadraode imersaoda amostra
Olho direito (n=8)

SolucdodeFormaldeidoal1%e Grupo 3
Glutaraldeidoa1,25% (SFG)
(n=8fetos) Técnica de incisaona esclerdtica

0lho esquerdo (n=8)

Figura 13 - Esquerna representativo dos quatro grupos utilizados neste projeto: grupo 1 corresponde aos olhos fixados em formaldeido a
4% sem técnica de incisdo na esclerdtica; grupo 2 aos othos fixados em formaldeido a 4% em associacdo com a técnica de incisdo; grupo 3
aos olhos fixados na solugdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% sem técnica de incisdo; grupo 4 aos olhos fixados na solugdo de
formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1.25% em associacdo com a técnica de incisdo.

Os fetos provenientes de IMG estudados neste projeto foram rececionados no servico de
Anatomia Patoldgica ja acondicionados em formol a 10% tamponado neutro. Estes fetos aspds
expulsao foram colocados automaticamente num recipiente com formol no bloco de partos,
segundo as orientacoes do Servico de Obstetricia e posteriormente enviados para o Servico de
Anatomia Patoldgica. A realizacao da autdpsia fetal (com extracao dos olhos fetais) foi realizada
posteriormente, 12h-72h apds rececao no Servico de Anatomia Patoldgica.

0 procedimento deste projeto estd dividido em trés grandes etapas: macroscopia, técnica

histoldgica e avaliacao histoldgica, representadas na Figura 14.

Etapa1 Etapa 2 Etapa3

Macroscopia Técnica Histoldgica Observacao Histolégica

mmp [TH [ [ M Ftapa3

Etapa 1.3 s [

Extracdo ocular . Técnicade Incisdo na - Descrican Processamento . Avaliacio de
. ica lerdtica (OE) - Transiluminacao histoldgico 1
Descricao esC 5 s _ parametros
- Transiluminacdo - Hemissecao de Inclusao em parafina histoldgicos
globo_oculare Microtomia
colheita Coloracao
Fixacdo Fixacao
2h 24h
SF #impar / SFG #par SF #impar / SFG #par

Figura 14 - Esquema representativo das etapas do procedimento do projeto, sendo estas a macroscopia (Etapa 1), técnica histoldgica (Etapa 2) e observagdo
histoldgica (Etapa 3). Evidenciam-se os dois momentos de fixagdo, em que o primeiro (2h) é especialmente importante nos olhos esquerdos, pois permite o
endurecimento da esclerdtica antes de se efetuar a técnica de incisao.

SF - Formaldeido a 4%; SFG - Solu¢do de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

17



2.2. Procedimento e avaliagcao macroscopica

2.2.1. Procedimento de extracao ocular

A extracao dos olhos foi realizada no momento da autdpsia seguindo uma abordagem
posterior, com a remocao do teto 6sseo, expondo o contetido orbitario, sequindo-se a dissecao
dos tecidos. Com um bisturi, foram seccionadas as estruturas inferiores, os musculos
extraoculares, vasos, nervos e o anel de tecido conjuntivo que envolve o nervo Gtico,
assegurando-se a manutencao de um segmento de nervo ético adjacente ao globo ocular a ser
extraido. De seguida, foi realizada a dissecao da fdscia de Tenon. Por fim, retiraram-se os
restantes anexos periosteais, pressionando-se suavemente a superficie anterior do olho, de
forma a destaca-lo para o interior da cavidade craniana (26). Este procedimento foi realizado
cuidadosamente, de forma a evitar qualquer compromisso das diferentes estruturas oculares,

nomeadamente do cristalino.

2.2.2. Descricao macroscapica

Antes da aplicacao do protocolo de fixacao, foi efetuada uma avaliagcao macroscdpica que
compreendeu a medicao das dimensoes antero-posterior, horizontal (latero-medial) e vertical
(supero-inferior) do olho; comprimento do nervo Gtico; dimensées da cdrnea (didmetros
horizontal e vertical) e descricao do segmento anterior (c6rnea e iris), presenca/auséncia do

cristalino e achados do exame de transiluminacao (Figura 15) (Anexos V e VI) (27).

Figura 15 - Exame de transiluminagdo, em que se demonstra
o cristalino translticido, sem evidéncia de sombras.

2.2.3. Processo de fixacao

Apds a avaliacao macroscadpica estar concluida, os olhos esquerdos foram colocados nos
respetivos fixadores (Formaldeido a 4% ou solucao de Formaldeido a1% e Glutaraldeido a1,25%),
durante 2h, para endurecimento da esclerdtica, de forma a facilitar a dissecao da mesma.

Posteriormente, adotou-se a técnica de “janela” (técnica de incisao na esclerética) de Pang J et al
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(Figura 16), descrita previamente (28). No final, os olhos foram colocados nos respetivos

fixadores durante 24h, na proporcao olho/fixador 1:20 (28,47).

C.H.S.T0A0

Figura 16 - Exemplo de técnica de incisdo
na esclerdtica, na qual se observam as
duas ‘janelas” para acesso as camaras
anterior e posterior, respetivamente.

Os olhos direitos seguiram a técnica padrao de fixacao nos fixadores respetivos, durante
24h, também na proporcao olho/fixador 1:20.

Apds a aplicacao do protocolo de fixacao, foi realizada, novamente, a avaliacao
macroscopica e de transiluminacao. Sequiu-se a hemisseccao dos globos oculares segundo o
eixo antero-posterior, poupando a localizacao central da pupila, de forma a nao danificar o
cristalino. Foi posteriormente observada e descrita a superficie de corte e realizada colheita de

fragmentos para cassetes.

2.3. Etapas para obtencao de preparacoes histoldgicas

Os fragmentos obtidos seqguiram o fluxo da rotina do laboratdrio de Anatomia Patoldgica
do CHUSJ, com processamento histoldgico de 12h (Anexo VII), inclusao em parafina, microtomia
com uma espessura de 3 um e coloracao de rotina de Hematoxilina-Eosina (HE) (Anexo VIII).

O processamento histolégico teve como objetivo impregnar o tecido num meio sdlido,
firme o suficiente para permitir cortes finos e suave o suficiente para nao danificar nem a faca
nem o tecido. Este processamento dividiu-se em trés etapas: desidratacao; diafanizacao e
impregnacao (31). Na etapa da da desidratacao a agua e o fixador foram removidos e substituidos
por um agente desidratante, através da utilizacao de concentragoes crescentes de etanol, uma
vez que a impregnacao foi efetuada num meio ndo aquoso (parafina) (30). Na diafanizacao

ocorreu a remocao do agente desidratante, substituindo-o por um fluido miscivel (xilol) por ele e
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pelo meio de impregnacao (48). Por fim, na impregnacao decorreu a substituicao do agente

diafanizante pelo meio de impregnacao, a parafina (29).

2.4. Avaliacao histolégica

Depois de recolhidos todos os dados fundamentais arealizacao do projeto, foi efetuada, por
3 observadores independentes, uma avaliacao histoldgica cega e semiquantitaitva do cristalino
nas laminas obtidas (Anexo IX).

Esta avaliacao teve por base a presenca dos parametros histoldgicos: glébulos, vactolos,
fendas, separacao capsular anterior/ posterior, material proteindceo subcapsular, fragmentacao
da cdpsula e epitélio do cristalino. Para tal, foi utilizada uma escala percentual, com sete
categorias: categoria 1- 0%; categoria 2 - 1a 5%; categoria 3 - 6 a 25%; categoria 4 - 26 a 50%;
categoria 5 - 51a 75%; categoria 6 - 76 a 99% e categoria 7 - 100%. Nos parametros gldbulos e
vactiolos foi também avaliada a sua localizacao: centrais, periféricos e mista (centrais e
periféricos). O parametro forma foi avaliado nas seguintes categorias: categoria 1 - regular;
categoria 2 - ligeiramente irregular; categoria 3 - moderadamente irregular; categoria 4 - muito
irregular. Relativamente a coloracao, foi avaliada como: categoria 1 - homogénea; categoria 2 -
ligeiramente heterogénea; categoria 3 - moderadamente heterogénea; categoria 4 - muito

heterogénea (Tabela 1).

Tabela 1- Critérios microscdpicos e respetivas escalas utilizados na avaliacao histolégica do cristalino.

Globulos Centrais; Periféricos; Mista (centrais e = =

Vacuolos periféricos) - -

Fendas - - -

Separacao capsular anterior/posterior 1-7 - - -

Material proteinaceo subcapsular - = -
Fragmentacdo da capsula e epitélio do
cristalino
Forma do cristalino - = 1-4 _
Coloracdo do cristalino - - - 1-4

Nota: Escala de 1a 7, na qual categoria 1- 0%; categoria 2 - 1a 5%; categoria 3 - 6 a 25%; categoria 4 - 26 a 50%; categoria 5 - 51a 75%; categoria6 - 76 a 99% e
categoria 7 - 100%.

Escala de 1a 4 para configuragao da forma: categoria 1 - regular; categoria 2 - ligeiramente irregular; categoria 3 - moderadamente irreqular; categoria 4 - muito
irreqular.

Escala de 1a 4 para heterogeneidade da coloragao do cristalino: categoria 1- homogénea; categoria 2 - ligeiramente heterogénea; categoria 3 - moderadamente
heterogénea; categoria 4 - muito heterogénea.

Recorreu-se aum caso de catarata congénita, existente no arquivo do servico de Anatomia

Patoldgica do CHUSJ, para comparacao.
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2.5. Andlise estatistica

Posteriormente, foi efetuada analise descritiva e testes estatisticos utilizando o software
SPSS®, versao 28.0, com um intervalo de confianca de 95%.

A distribuicao dos resultados nao cumpria critérios de normalidade, tendo sido utilizado o
teste nao paramétrico Mann-Whitney para duas amostras independentes, de forma a efetuar a
comparacao entre dois grupos (Formaldeido a 4% comincisao vs Formaldeido a 4% sem incisao;
Solucao em estudo com incisao vs Solugcao em estudo sem incisao; Formaldeido a 4% com
incisao vs Solucao comincisao e Formaldeido a 4% semincisao vs Solucao semincisao) em cada
parametro, com o objetivo de verificar se existiam diferencas estatisticamente significativas
entre os dois fixadores e/ou técnicas de fixacao.

De modo a verificar se existiam diferencas estatisticas significativas entre os quatro

grupos em cada parametro, foi utilizado o teste nao paramétrico Kruskal-Wallis.

21



3. Resultados

3.1. Caraterizacao da amostra

Neste projeto foram utilizados 32 olhos provenientes de 16 fetos de IMG com idades
gestacionais entre as 11 e as 24 semanas, com mediana de 18,5 semanas. Dos 32 olhos, 16 foram
fixados em formaldeido a 4% (8 com incisdo na esclerdtica) e 16 foram fixados numa solucao de

formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% (8 comincisao na esclerdtica).

3.2. Avaliacao macroscopica

Na avaliacao macroscdpica, a média dos diametros oculares foi de 8,97x8,28x8,28 mm,
respetivamente os diametros antero-posteriores, latero-mediais e stpero-interiores (Gréfico 1).
O comprimento médio do nervo 6tico foi de 4,64 mm e a cérnea de 4,44x4,5 mm de diametros
médios, respetivamente horizontal e vertical (Gréfico 1). Foi identificado um maior enrijecimento
dos olhos nos casos fixados com a solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%,
comparativamente com os olhos fixados com formaldeido a 4%, nao se tendo verificado
alteracoes da consisténcia entre os casos em que foram efetuadas as incisées na esclerética e

0s restantes.

Medicoes oculares
16

14
12

10

O
O

Dimensdes (milimetros)
co

b—o0—of 0 0 K

Didmetros/Comprimento

M Diametro antero-posterior do olho [l Didmetro horizontal do olho
[C] Didmetro vertical do olho Comprimento do nervo ético

M Didmetro vertical da cornea [C] Didmetro horizontal da cérnea

Grdfico 1- Representacdo grdfica da distribuicdo dos valores obtidos nas medicoes oculares.
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Na descricao macroscdpica dos segmentos anterior e posterior nao se verificaram

alteracdes em nenhum dos casos. Em todos os casos, a cérnea e o cristalino mostraram-se

translucidos e a iris regular. Ao exame de transiluminacao antes e apds a etapa da fixacao, o

cristalino mostrou-se transparente em todos dos casos.

3.3. Avaliacao histoldgica

Na avaliacao histoldgica foi avaliada a frequéncia (nas categorias previamente definidas)

de cada parametro em cada um dos grupos. A distribuicao de cada parametro esta resumida na

Tabela 2, assim como o resultado dos testes estatisticos realizados (intervalo de confianca de

95%).

Tabela 2 - Estatistica descritiva e valores de p (Teste de Kruskal-Wallis) para todos os pardmetros histoldgicos analisados.

Parametro

Estatistica descritiva (%)

Grupo1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Valorde p

Glébulos

Categoria1-12,5%
Categoria2 -37,5%
Categoria3 -25,0%
Categoria4 -12,5%
Categoria6-12,5%

Categoria2 - 87,5%
Categoria 3 -12,5%

Categoria1-25,0%
Categoria2 - 37,5%
Categoria3 -37,5%

Categoria1-333%
Categoria2 -16,7%
Categoria3-33,3%
Categoria4 -16,7%

0,708

Vacuolos

Categoria3 -50,0%
Categoria4 - 37,5%
Categoria5-12,5%

Categoria3 -75,0%
Categoria4 -12,5%
Categoria5-12,5%

Categoria2 -12,5%
Categoria 3 -37,5%
Categoria4 - 37,5%
Categoria 7 -12,5%

Categoria2 -16,7%
Categoria3 -16,7%
Categoria 4 - 50,0%
Categoria5-16,7%

0,818

Fendas

Categoria2 -12,5%
Categoria5-25,0%
Categoria6 - 62,5%

Categoria 3 -12,5%
Categoria 4 - 25,0%
Categoria5-12,5%
Categoria6 - 37,5%
Categoria7 -12,5%

Categoria4 - 37,5%
Categoria5-25,0%
Categoria 6 -12,5%
Categoria7 - 25,0%

Categoria4 -16,7%
Categoria5 - 66,7%
Categoria6-16,7%

0,839

Separacao capsular
anterior/posterior

Categoria3 -12,5%
Categoria4 -12,5%
Categoria5-50,0%
Categoria6 -12,5%
Categoria7 -12,5%

Categoria1-25,0%
Categoria 3 -12,5%
Categoria4 -12,5%
Categoria5-12,5%
Categoria6 - 25,0%

Categoria3 -37,5%
Categoria4 - 25,0%
Categoria6 - 25,0%
Categoria7-12,5%

Categoria3 -16,7%
Categoria4 -333%
Categoria5-16,7%
Categoria6-16,7%
Categoria7-16,7%

0,646

Material proteindceo

Categoria1-75,0%
Categoria3 -12,5%
Categoria4 -12,5%

Categoria1-87,5%
Categoria2-12,5%

Categoria1-100%

Categoria1-100%

0,299

Fragmentacdo da cdpsula e
epitélio

Categoria2 -12,5%
Categoria3 -12,5%
Categoria 4 - 25,0%
Categoria5-37,5%
Categoria7 -12,5%

Categoria1-25,0%
Categoria2-12,5%
Categoria4 -12,5%
Categoria5-12,5%
Categoria 6 - 37,5%

Categoria2 -12,5%
Categoria 3 - 25,0%
Categoria4 - 25,0%
Categoria5-12,5%
Categoria 6 -12,5%
Categoria 7 -12,5%

Categoria1-16,7%
Categoria 4 - 50,0%
Categoria5-16,7%
Categoria7-16,7%

0,991

Alteracdo da forma

Categorial-62,5%
Categoria2 - 25,0%
Categoria3 -12,5%

Categorial-62,5%
Categoria2 - 25,0%
Categoria 3 -12,5%

Categoria1-50,0%
Categoria2 - 25,0%
Categoria 3 - 25,0%

Categoria1-66,7%
Categoria2 -33,3%

0,835

Heterogeneidade da coloracao

Categoria1-12,5%
Categoria2 -37,5%
Categoria3 -37,5%
Categoria 4 -12,5%

Categoria1-37,5%
Categoria2 - 25,0%
Categoria 3 - 37,5%

Categoria1-25,0%
Categoria2 -50,0%
Categoria3 -12,5%
Categoria4 -12,5%

Categoria1-333%
Categoria2 - 66,7%

0,379

Nota: Escala de 1a 7, na qual categoria 1- 0%; categoria 2 - 1a 5%; categoria 3 - 6 a 25%; categoria 4 - 26 a 50%; categoria 5 - 51 a 75%; categoria 6 - 76 a 99% e

categoria 7 - 100%.

Escala de 1 a 4 para configuracao da forma: categoria 1 - regular; categoria 2 - ligeiramente irregular; categoria 3 - moderadamente irregular; categoria 4 - muito

irreqular.

Escala de 1 a 4 para heterogeneidade da coloragao do cristalino: categoria 1 - homogénea; categoria 2 - ligeiramente heterogénea; categoria 3 - moderadamente
heterogénea; categoria 4 - muito heterogénea.

Grupo 1- olhos fixados em formaldeido a 4% sem efetuar a técnica de incisao na esclerdtica.

Grupo 2 - olhos fixados em formaldeido a 4% em associagao com a técnica.
Grupo 3 - olhos fixados na solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% sem efetuar a técnica.
Grupo 4 - olhos fixados na solugao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% em associagao com a técnica de incisao na esclerédtica
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3.3.1. Gldbulos

Verificou-se a presenca de gldbulos em 83,3% dos casos, sendo a categoria 2 (1a5%) a
que obteve maior percentagem de casos (46,7%), nao se tendo identificado casos nas categorias
5 e 7 em nenhum dos grupos. A distribuicao relativa dos casos por categoria, de cada um dos

grupos, esta ilustrada no Grafico 2.

Presenca de Glébulos
100%
80%
60%
40%

I“ II
v N I .

0% 1-5% 6-25% 26-50% 51-75% 76-99% 100%

Frequéncia relativa de casos (%)
X

Categorias

W SF SF +incisdao MBSFG SFG + incisdo

Grdfico 2 - Representacdo grdfica da distribuicdo de casos pelas diferentes categorias, relativamente a presenca do parametro glébulos, sendo SF -
Formaldeido a 4% e SFG - Solucdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

Relativamente a presenca de glébulos nos olhos fixados com formaldeido a 4% sem
efetuar a técnica de incisao (grupo 1), a categoria 2 (1a 5%) corresponde a 37,5% dos casos e a
categoria 3 (6-25%) a 25%. Nao foram identificados glébulos (categoria 1) em 12,5% dos casos e
os restantes casos distribuiram-se nas categorias 4 e 6 (12,5% em cada).

Para os olhos fixados em formaldeido a 4%, mas em associacao com a técnica de incisao
(grupo 2), identificaram-se glébulos em todos os olhos, tendo sido encontrados na categoria 2 (1
a 5%) em 87,5% dos casos e os restantes 12,5% na categoria 3 (6 a 25%). Nao se identificaram
casos sem gldbulos (categoria 1), mas também nao foram identificados casos com percentagens
mais elevadas de gldbulos, respetivamente nas categorias 4,5,6 e 7.

Nos olhos fixados na solucao em estudo sem técnica de incisao (grupo 3), a presenca de
gldbulos nao foi observada em 25,0% dos casos (categoria1). A categoria 2 (1a 5%) correspondeu
a37,5% dos casos, assim como a categoria 3 (6 a 25%).

No grupo 4 (solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% com técnica de incisao na
esclerdtica) verificou-se a auséncia de gldbulos em 33,3% dos casos (categoria 1). Foram

também identificados glébulos em 33,3% dos olhos na categoria 3 (6 a 25%), enquanto as
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categorias 2 (1a 5%) e 4 (26 a 50%) correspondem a 16,7% dos casos, cada uma. Nao foram
identificados casos nas categorias mais elevadas (5,6 e 7).

Constatou-se que, nos grupos em que os olhos foram fixados pela solucdo em estudo/
comincisao, existia uma maior percentagem de casos sem glébulos ou com menor percentagem
dos mesmos. Efetuou-se o teste estatistico Mann-Whitney, tendo-se obtido o valor de p de
0,350 quando comparados os grupos sem técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3) e o valor de p
de 0,719, quando comparados 0s grupos nos quais se efetuou a técnica de incisao (grupo 2 vs
grupo 4), o que significa que, embora haja menos casos com glébulos ao utilizar a solucao em
estudo, nao foiidentificadarelacao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-
Wallis, tendo-se obtido o valor de p de 0,708, nao se tendo, portanto, verificado diferencas
estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Em relacao a localizagao dos gldbulos no cristalino, observaram-se glébulos com
distribuicao periférica em 44,0% dos casos, com distribuicao mista (central e periférica) em
32,0% e em 24,0% com distribuicao central. Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis,
tendo-se obtido o valor de p de 0,505, nao se tendo, portanto, verificado diferencas
estatisticamente significativas entre os quatro grupos a localizacao dos glébulos.

Apds avaliacao da distribuicao global dos resultados apresentamos a distribuicao dos
mesmos distribuida utilizando o cut-off de 5% (categorias 1e 2 vsrestantes categorias) e parao
cut-off de 25% (categorias 1, 2 e 3 vs restantes categorias) para os glébulos, tornando-se mais
evidente o maior nimero de casos com auséncia ou pouca quantidade de glébulos nos grupos 2
e 3 (Graficos 3 e 4), embora nao se tivesse verificado diferencas estatisticamente significativas
entre os quatro grupos neste parametro (p= 0,394 e p=0,268, respetivamente).

Presenca de Gldébulos (cut-off 5%)

100%

80%

60%
40%
20%
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Globulos de 0 a 5% (categorias 1 e 2) Globulos de 6 a 100% (restantes categorias)

Frequéncia relativa de casos (%)

Categorias

HSF SF +incisdo M SFG SFG + incisao

Grdfico 3 - Representacao grdfica da distribuicao do parametro glébulos em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 5%, sendo SF - Formaldeido a
4% e SFG - Solucdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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Grdfico 4 - Representacdo grdfica da distribuicdo do parametro vactiolos em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 25%, sendo SF - Formaldeido a
4% e SFG - Solucdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

3.3.2. Vacuolos

Relativamente a avaliacao histoldgica do parametro vacuolos, estes foram identificados
em todos os casos, de cada um dos grupos, sendo que a categoria com maior percentagem de
casos (46,7%) foi a categoria 3 (6 a 25%), nao tendo sido identificados casos em nenhum dos
grupos nas categorias 1 e 6. A distribuicao relativa dos casos por categoria, de cada um dos

grupos, esta ilustrada no Grafico 5.
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Grdfico 5 - Representacdo grdfica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias, relativamente a de presenca do parametro vacuolos, SF -
Formaldeido a 4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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Relativamente a presenca de vacutolos nos olhos fixados em formaldeido a 4% sem a
técnica de incisao na esclerdtica (grupo 1), a categoria 3 (6 a 25%) corresponde a 50,0% dos
casos, a categoria 4 (26 a 50%) a 37,5% e a categoria 5 (51a 75%) a 12,5%.

Nos olhos fixados em formaldeido a 4% em associagcao com a técnica de incisao (grupo 2),
a categoria 3 (6 e 25%) correspondeu a 75,0% dos casos e os restantes casos distribuiram-se
pelas categorias 4 e 5 (12,5% em cada).

Para os olhos fixados na solucao em estudo sem técnica de incisao (grupo 3), a categoria 3
(6 a25%) correspondeu a 37,5% dos casos, assim como a categoria 4 (26 a 50%). Os restantes
casos distribuiram-se pelas categorias 2 e 7 (12,5% em cada).

No grupo 4 (solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% com técnica de incisao)
verificou-se que 50,0% dos olhos avaliados encontravam-se na categoria 4 (26 a 50%). Os
restantes casos distribuiram-se pelas categorias 2, 3 e 5 (16,7% em cada).

Constatou-se que, nos grupos fixados na solucao em estudo existia uma maior
percentagem de casos em categorias de valor percentual mais baixo. Efetuou-se o teste
estatistico Mann-Whitney, tendo-se obtido o valor de pde 0,866 quando comparados 0s grupos
sem técnicadeincisao (grupo1vsgrupo 3) e 0,402 entre 0s grupos nos quais se efetuou a técnica
de incisao (grupo 2 vs grupo 4), o que significa que, embora haja menos casos com vactolos ao
utilizar a solucao em estudo, nao foiidentificada relagao estatisticamente significativa entre eles.
Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis (valor de p de 0,818) nao se tendo verificado
diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Em relacao a localizacao dos vacuolos no cristalino observou-se que em 62,1% dos casos
os vactiolos tinham uma distribuicao periférica e em 37,9% mista (central e periférica). Foi
efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis cujo valor de p foi de 0,473 nao se tendo verificado
diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de 5% para os vactiolos (categoria1e 2 vs restantes categorias) e
o cut-off de 50% (categorias 1, 2, 3 e 4 vs restantes categorias), tornando-se mais evidente o
ndmero de casos com pouca quantidade de vactolos nos grupos 3 e 4 (Grafico 6 e 7), embora nao
se tivesse verificado diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste

parametro (p= 0,483 e p=0,995, respetivamente).
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Grdfico 6 - Representacdo grdfica da distribuicdo do parametro vactiolos em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 5%, SF - Formaldeido a 4% e
SFG - Solucdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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Grdfico 7 - Representacdo grdfica da distribuicdo do parametro vactolos em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 50%, sendo SF - Formaldeido a
4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 125%.
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3.3.3. Fendas
Neste parametro verificou-se a presenca do mesmo em todos os casos dos quatro grupos,
sendo que a categoria 6 (76 a 99%) foi a que obteve maior percentagem de casos (33,3%). A

distribuicao relativa dos casos por categoria, de cada um dos grupos, estd ilustrada no Grafico 8.
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Grdfico 8 - Representagdo gréfica da distribuicdo de casos pelas diferentes categorias, relativamente a presenca do parametro fendas, sendo SF -
Formaldeido a 4% e SFG - Solu¢ao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

Nos olhos fixados em formaldeido a 4% sem realizar técnica de incisdao na esclerética
(grupo 1), a categoria 6 (76 e 99%) corresponde a 62,5% dos casos, a categoria 5 (51 e 75%) a
25,0% e a categoria 2 (1e 5%) a 12,5%.

Para os olhos fixados em formaldeido a 4% em associacao com técnica de incisao na
esclerdtica (grupo 2), a categoria 6 (76 a 99%) correspondeu a 37,5%, dos casos e a categoria 4
(26 a50%) a 25,0%. A categoria 3 (6 a 25%) correspondeu a 12,5% dos casos neste grupo, assim
como, as categorias 5 (51a75%) e 7 (100%).

Nos olhos fixados na solucao em estudo sem técnica de incisao (grupo 3), a presenca de
fendas na cateqgoria 4 (26 e 50%) correspondeu a 37,5% dos casos. A categoria 5 (51 a 75%)
correspondeu a 25,0% dos casos, assim como, a categoria 7 (100%), enquanto a categoria 6 (76
a99%) correspondeu a 12,5% dos casos.

No grupo 4 (solucado de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% em associa¢ao com a
técnica de incisao) verificou-se que a categoria 5 (51 e 75%) correspondeu a 66,7% dos casos,

enquanto as categorias 4 (26 a50%) e 6 (76 a 99%) constituiam, cada uma, a16,7% dos casos.
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Constatou-se que, nos olhos fixados na solu¢cao em estudo em associacao com a técnica
de incisao na esclerdtica, existia uma menor percentagem de casos com maior percentagem de
fendas. No teste estatistico de Mann-Whitney, obteve-se o valor de p de 0,703 quando
comparados os grupos sem técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3) e 0,737 entre 0s grupos nos
quais se efetuou a técnica de incisao (grupo 2 vs grupo 4), o que significa que, embora haja menos
casos nas categorias com valor percentual mais elevado para a presenca de fendas ao utilizar a
solucao em estudo, nao foi identificada relacao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste
estatistico Kruskal-Wallis, tendo sido o valor de p de 0,839, nao se tendo, desta forma,
identificado diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de 50% para as fendas (categoria 1 e 2 vs restantes categorias),
tornando-se mais evidente o menor nimero de casos com maior quantidade de fendas nos
grupos 2 e 3 (Grafico 9), embora ndo se tivesse verificado diferencas estatisticamente

significativas entre os quatro grupos neste parametro (p = 0569).
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Grdfico 9 - Representacao grdfica da distribuicao do parametro fendas em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 50%, sendo SF - Formaldeido a
4% e SFG - Solugdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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3.3.1. Separacao capsular anterior/posterior

Observou-se a presenca de separacao capsular anterior/posterior em 100% dos casos de
todos os grupos, exceto no grupo dos olhos fixados com formaldeido a 4% em associacao com a
técnica de incisao (grupo 2) que foi em 75% dos casos. Nao se identificaram casos em nenhum
dos grupos na categoria 2 (1a 5%). A distribuicao relativa dos casos por categoria, de cada um dos

grupos, esta ilustrada no Grafico 10.
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Grdfico 10 - Representacdo grdfica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias, relativamente a presenca do parametro separagdo capsular
anterior/posterior, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solugdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

Relativamente a presenca de separacao capsular anterior/posterior nos olhos fixados em
formaldeido a 4% sem efetuar técnica de incisao (grupo 1), a categoria 5 (51a 75%) correspondeu
a 50,0% dos casos. A categoria 3 (6 a 25%) correspondeu a 12,5% dos casos, assim como, as
categorias 4 (26 a50%), 6 (76 a99%) e 7 (100%).

Nos olhos fixados em formaldeido a 4% em associagcao com a técnica de incisao (grupo 2),
apresenca de separacao capsular nao foiidentificadaem 25,0% dos casos (categoria1). Também
com uma percentagem de 25,0% dos olhos avaliados neste grupo temos a categoria 6 (76 a
99%), enquanto as categorias 3 (6 a 25%), 4 (26 a 50%) e 5 (51 a 75%) correspondem a 12,5%
dos casos, cada uma.

Para os olhos fixados na solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% sem técnica
de incisdo na esclerdtica (grupo 3), a categoria 3 (6 a 25%) correspondeu a 37,5% dos casos. As
categorias 4 (26 a50%) e 6 (76 a 99%) representaram, cada uma, 25,0% dos casos, enquanto a

categoria 7 (100%) correspondeu a 12,5%.
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No grupo 4 (solucao em estudo em associacao com a técnica de incisao), a categoria 4 (26
a50%) correspondeu a 33,3% dos casos. As categorias 3 (6 a25%), 5 (51a 75%), 6 (76 a 99%) e
7 (100%) corresponderam a 16,7% dos casos neste grupo, cada uma.

Constatou-se que, nos grupos em que foi efetuada a incisao na esclerética, a percentagem
de casos nas categorias mais baixas foi maior, comparativamente aos grupos sem incisao.
Efetuou-se o teste estatistico Mann-Whitney, tendo-se obtido o valor de p de 0,452 quando
comparados os grupos com diferentes fixadores sem técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3) e o
valor de p de 0,384, quando comparados os grupos com diferentes fixadores nos quais foi
efetuada a técnica de incisdo (grupo 2 vs grupo 4), o que significa que, embora haja menos casos
com separacao capsular anterior/posterior ao efetuar a técnica de incisdo na esclerética, nao foi
identificada relacao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis, tendo
sido o valor de p de 0,646, nao se tendo, desta forma, identificado diferenca estatisticamente
significativa entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de 5% para a separacao capsular anterior/posterior (categoria1e
2 vsrestantes categorias), tornando-se mais evidente o maior nimero de casos com auséncia ou
pouca quantidade de separacao capsular anterior/posterior no grupo 2 (Gréfico 11), embora nao
se tivesse verificado diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste
parametro (p=0,102).
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Grdfico 11 - Representacao grdfica da distribuicdo do pardmetro separacdo capsular anterior/posterior em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de
5%, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solugdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

32



3.3.2. Material proteinaceo subcapsular

No que diz respeito a deposicao de material proteinaceo subcapsular, verificou-se a
auseéncia deste parametro em 90,0% dos casos de todos 0s grupos, nao se tendo identificado
casos em nenhum dos grupos nas categorias 5, 6 e 7. A distribuicdo relativa dos casos por

categoria, de cada um dos grupos, estd ilustrada no Grafico 12.
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Grdfico 12 - Representacao grdfica da distribuicdo de casos pelas diferentes categorias, relativamente a presenca do parametro material proteindceo
subcapsular, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solugao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

No grupo 1 (olhos fixados em formaldeido a 4% sem efetuar a técnica de incisao) observou-
se a auséncia de material proteindceo subcapsular (categoria 1) em 75,0% dos olhos. Os
restantes casos distribuiram-se nas categorias 3 e 4 (12,5% em cada).

Para os olhos fixados em formaldeido em associacdo com a técnica de incisao (grupo 2)
verificou-se a auséncia de deposicao deste material em 87,5% dos casos (categoria 1), enquanto
a categoria 2 (1e 5%) correspondeu aos restantes casos (12,5%).

Nos olhos fixados com a solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% (grupos 3 e
4) nao foi identificada a deposicao de material proteindceo subcapsular no cristalino.

Constatou-se que entre os olhos fixados em formaldeido a 4%, a percentagem de
auséncia deste artefacto foi maior nos olhos com técnica de incisao associada. Efetuou-se o
teste estatistico Mann-Whitney, tendo-se obtido o valor de p de 0,144 quando comparados 0s
grupos sem técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3) e o valor de p de 0,386 entre 0s grupos nos

quais se efetuou atécnicade incisao (grupo 2 vsgrupo 4), o que significa que, embora nao existam
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casos com material proteinaceo subcapsular ao utilizar a solucao em estudo, nao foi identificada
relacao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis, tendo-se obtido o
valor de p de 0,299, nao se tendo, desta forma, identificado diferencas estatisticamente
significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de 5% para o material proteindceo subcapsular (categoriale 2 vs
restantes categorias), tornando-se mais evidente a auséncia de casos com maior quantidade de
material proteindceo (grupos 3 e 4) (Grafico 13), embora nao se tivesse verificado diferencas

estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro (p=0,219).

Presenca de material proteinaceo subcapsular (cut-off 5%)

100%
80%
60%
40%

20% -
0%

Material proteinaceo de 0 a 5% (categorias 1 e 2) Material proteinaceo de 6 a 100% (restantes
categorias)

Frequéncia relativa de casos (%)

Categorias

mSF SF +incisdao MSFG SFG + incisdo

Grdfico 13 - Representacdo grdfica da distribuicdo do parametro material proteindceo subcapsular em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de 5%,
sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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3.3.3. Fragmentacao da cdpsula e epitélio do cristalino

No parametro fragmentacao da capsula e epitélio do cristalino verificou-se fragmentacao
em 90,0% dos casos de todos os grupos, sendo que a categoria 4 (26 a 50%) foi a que obteve
maior percentagem de casos (26,7%). A distribuicao relativa dos casos por categoria, de cadaum

dos grupos, esta ilustrada no Grafico 14.
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Grdfico 14 - Representacdo grdfica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias, relativamente a presenca do parametro fragmentacao da
capsula e epitélio do cristalino, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

Relativamente a presenca de fragmentacao da capsula e epitélio do cristalino nos olhos
fixados em formaldeido a 4% sem efetuar a técnica de incisdo (grupo 1), a categoria 5 (51a 75%)
corresponde a 37,5% dos casos. A categoria 4 (26 a 50%) correspondeu a 25,0% dos casos,
enquanto as categorias 2 (1a 5%), 3 (6 a 25%) e 7 (100%) corresponderam a 12,5% dos casos,
cadauma.

No grupo 2 (olhos fixados em formaldeido a 4% em associacao com a técnica de incisao),
a presenca de fragmentacao da cdpsula e epitélio nao se observou em 25,0% dos casos neste
grupo (categoria 1). A categoria 6 (76 a 99%) correspondeu a 37,5% dos casos, enquanto 0s
restantes casos distribuiram-se pelas categorias 2, 4 e 5 (12,5% cada uma).

Nos olhos fixados na solucao em estudo sem efetuar a técnica de incisdo (grupo 3), a
categoria 3 (6 a 25%) correspondeu a 25,0% dos casos, assim como, a categoria 4 (26 e 50%).
Os restantes casos distribuiram-se pelas categorias 2, 5, 6 e 7 (12,5% cada uma).

Para os olhos em que foi utilizada como fixador a solu¢cao em estudo em associagao com

a técnica de incisao, verificou-se a auséncia de fragmentacao em 16,7% dos casos neste grupo
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(categoria 1). A categoria 4 (26 a 50%) correspondeu a 50,0% dos casos, enquanto as categorias
5(51a75%) e 7 (100%) correspondem a 16,7% dos casos, cada uma.

Constatou-se que, a fragmentacao da capsula e epitélio estava presente em todos os
olhos nos quais nao foi efetuada a técnica de incisao na esclerética e que foi nos olhos fixados
com a solucao em que se observaram a maioria dos casos em categorias mais baixas,
relativamente aos outros grupos. Efetuou-se o teste estatistico Mann-Whitney, tendo-se obtido
o valor de p de 0,789 quando comparados os grupos sem técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3)
e 1,000 entre os grupos nos quais se efetuou a técnica de incisdo (grupo 2 vs grupo 4), o que
significa que, embora haja menos casos com fragmentacao da cdpsula e do epitélio em
categorias com valor percentual mais elevado ao utilizar a solugao em estudo, nao foi identificada
relacao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis, tendo sido o valor
de pde 0,991, ndo se tendo, desta forma, identificado diferencas estatisticamente significativas
entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de 5% para a fragmentacao da cdpsula e epitélio do cristalino
(categoria 1 e 2 vs restantes categorias), tornando-se mais evidente o maior niimero de casos
com auséncia ou pouca quantidade de fragmentacao da capsula e epitélio no grupo 2 (Grafico 15),
embora nao se tivesse verificado diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos

neste parametro (p = 0,497).
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Grdfico 15 - Representacdo grdfica da distribuicao do parametro fragmentacao da cdpsula e epitélio do cristalino em cada um dos grupos, utilizando o
cut-off de 5%, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solu¢do de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 125%.
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3.3.4. Alteracao da forma do cristalino
Neste parametro verificou-se que, apesar de em todos os grupos se verificar alteracdes
na forma do cristalino, este era regular em 60,0% dos casos, nao se tendo identificado casos em
nenhum dos grupos na categoria 4 (irreqular). A distribuicao relativa dos casos por categoria, de

cada um dos grupos, esta ilustrada no Grafico 16.
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Grdfico 16 - Representacdo grdfica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias, relativamente a alteracao da forma do cristalino, sendo SF -
Formaldeido a 4% e SFG - Solu¢do de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1.25%.

No grupo 1(olhos fixados em formaldeido a 4% sem efetuar a técnica de incisao), a forma
foi regular em 62,5% dos olhos (categoria 1). A categoria 2 (ligeiramente irregular) correspondeu
a25,0% dos casos, enquanto a categoria 3 (moderadamente irregular) correspondeu a12,5%. Os
mesmos resultados foram observados nos olhos fixados em formaldeido a 4% em associagao
com a técnica de incisao (grupo 2).

Nos olhos fixados com a solucao de formaldeido a1% e glutaraldeido a 1,25% sem efetuar
atécnica de incisao (grupo 3), a forma mostrou-se regular (categoria 1) em 50,0% dos casos e os
restantes distribuiram-se pelas categorias 2 (ligeiramente irreqular) e 3 (moderadamente
irregular) (25,0% cada uma).

Para os olhos fixados com a solu¢ao em estudo em associacao com a técnica de incisao
(grupo 4), observou-se que a categoria 1 (reqular) correspondeu a 66,7% dos casos e a categoria
2 (ligeiramente irregular) a 33,3% dos casos. Nao se identificaram casos na categoria 3

(moderadamente irregular).
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Constatou-se que os olhos fixados com a solu¢ao em estudo em associagao com a
técnica de incisao na esclerética apresentaram menor percentagem de alteracdes da forma,
sendo estas de natureza ligeira, apesar de ter sido com este fixador que se verificou uma maior
percentagem de casos com alteracdes moderadas. Efetuou-se o teste estatistico Mann-
Whitney, tendo-se obtido o valor de p de 0,558 quando comparados os grupos sem técnica de
incisao (grupo 1 vs grupo 3) e 0,760 entre o0s grupos nos quais se efetuou a técnica de incisao
(grupo 2 vs grupo 4), o que significa que, embora haja menos casos com alteracdes na forma do
cristalino ao utilizar a solugao em estudo, nao foi identificada relagao estatistica entre eles. Foi
efetuado o teste estatistico Kruskal-Wallis, tendo sido o valor de p de 0,835, nao se tendo, desta
forma, identificado diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste
parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de reqular/irreqular para a alteracao da forma do cristalino
(categoria 1 vs restantes categorias), tornando-se mais evidente o menor niimero de casos com
maior severidade de alteracao da forma no grupo 4 (Gréfico 17), embora nao se tivesse verificado

diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro (p=0,925).
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Grdfico 17 - Representacdo grdfica da distribuicao do parametro alteracao da forma do cristalino em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de
regular/irregular, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solugao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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3.3.5. Heterogeneidade da coloracao do cristalino

Relativamente a coloracao do cristalino, verificou-se heterogeneidade da coloragao em
73,3% de todos os casos dos quatro grupos, sendo que 43,3% de todos os casos apresentou
coloracao ligeiramente heterogénea. A distribuicao relativa dos casos por categoria, de cada um

dos grupos, esta ilustrada no Grafico 18.
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Grdfico 18 - Representacdo grdfica da distribuicao de casos pelas diferentes categorias, relativamente a heterogeneidade da coloracao do
cristalino, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solugdo de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.

Para os olhos fixados em formaldeido a 4% sem a técnica de incisao na esclerdtica (grupo
1), as categorias 2 (ligeiramente heterogénea) e 3 (moderadamente heterogénea)
corresponderam a 37,5% dos casos, cada uma. A categoria 1(homogénea) correspondeu a12,5%
dos casos, assim como, na categoria 4 (heterogénea).

Nos olhos fixados em formaldeido a 4% em associacao com a técnica de incisao (grupo 2)
observou-se que a categoria 1 (homogénea) correspondeu a 37,5% dos casos, tal como, a
categoria 3 (moderadamente heterogénea). A categoria 2 (ligeiramente heterogénea)
correspondeu a 25,0% dos olhos neste grupo, nao se identificando casos na categoria 4.

Para o grupo 3 (solucdo em estudo sem técnica de incisao), verificou-se que a categoria 2
(ligeiramente heterogénea) correspondeu a 50,0% dos casos, enquanto a categoria 1
(homogénea) correspondeu a 25,0% dos casos. Os restantes casos distribuiram-se pelas
categorias 3 (moderadamente heterogénea) e 4 (heterogénea) (12,5% cada uma).

Nos olhos fixados na solucao em estudo em associacao com a técnica de incisao (grupo 4),
a categoria 2 (ligeiramente heterogénea) correspondeu a 66,7% dos casos e a categoria 1

(homogénea) a 33,3%, nao se identificando casos nas categorias 3 e 4.

39



Constatou-se que, nos olhos nos quais nao foi efetuada a técnicade incisao na esclerdtica
a percentagem de casos com heterogeneidade na coloracao do cristalino (categorias elevadas)
foi maior, enquanto os olhos fixados na solu¢ao em estudo em associagao com a técnica de
incisao demonstraram apenas alteracoes ligeiras na coloracao. Efetuou-se o teste estatistico
Mann-Whitney, tendo-se obtido o valor de p de 0,375 quando comparados os grupos sem
técnica de incisao (grupo 1 vs grupo 3) e o valor de p de 0,489 entre os grupos nos quais se
efetuou atécnicadeincisao (grupo 2 vsgrupo 4), o que significa que, embora haja mais casos com
heterogeneidade na coloracao do cristalino quando nao se efetuou a técnica de incisao da
esclerdtica, nao foi identificada relagao estatistica entre eles. Foi efetuado o teste estatistico
Kruskal-Wallis, tendo-se obtido o valor de p de 0,379, ndo se tendo, desta forma, identificado
diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos neste parametro.

Apds avaliacao da distribuicao dos resultados apresentamos a distribuicao dos mesmos
distribuida utilizando o cut-off de homogénea/heterogénea para a heterogeneidade da
coloracao do cristalino (categoria 1 vs restantes categorias), tornando-se mais evidente o maior
ndmero de casos com auséncia ou pouca heterogeneidade da coloracdo nos grupos 2 e 4 (Gréfico
19), embora nao se tivesse verificado diferencas estatisticamente significativas entre os quatro

grupos neste parametro (p=0,705).

Heterogeneidade da coloragdo do cristalino (cut-off
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Grdfico 19 - Representacdo grdfica da distribuicdo do parametro heterogeneidade da coloracdo em cada um dos grupos, utilizando o cut-off de
homogénea,/heterogénea, sendo SF - Formaldeido a 4% e SFG - Solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%.
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Nas fotografias apresentadas de sequida podemos observar os artefactos descritos na

literatura, presentes nos nossos resultados.

Figura 17 - Imagens histoldgicas de artefactos visualizados no cristalino dos globos oculares utilizados neste projeto. a) Imagem histoldgica
do cristalino do olho direito do caso nimero 1 (feto com 24 semanas de idade gestacional), na qual se observa a presenca de glébulos (seta
preta) e vactiolos (seta amarela). b) Imagem histoldgica do cristalino do olho direito do caso nimero 1 (feto com 24 semanas de idade
gestacional), na qual se pode observar a alteracdo da forma, heterogeneidade da coloracdo e presenca de fendas. c) Imagem histoldgica do
cristalino do olho direito do caso nimero 14 (feto com 14 semanas de idade gestacional), na qual se pode observar separagdo capsular
anterior/ posterior e fragmentagao da cdpsula e epitélio do cristalino.
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4. Discussao

0 estudo de autdpsias fetais inclui a avaliacao ocular, nomeadamente do cristalino. As
caracteristicas tecidulares do cristalino condicionam a extensao dos efeitos de retracao
induzidos pela fixacao e a consequente formacao de artefactos, que mimetizam as cataratas
congeénitas.

Herwig et al. referiram a importancia de conjugar os achados histoldgicos com o0s
achados macroscaépicos, especialmente do exame de transiluminacao, para uma interpretacao
diagndstica adequada, devido a elevada frequéncia de artefactos associados a fixacao e autdlise
gue identificou (25).

Nos casos do nosso estudo, os cristalinos observados revelaram-se transparentes, nao
se tendo identificado sombras ou opacidades a observacao macroscdpica, nomeadamente a
transiluminacao, permitindo-nos considerar que os achados histoldgicos observados sao
secunddrios ao processo de fixacao. O recurso exclusivo a casos de IMG tera permitido reduzir o
impacto do fator autdlise/ maceracao na inducao de artefactos, visto que o tempo que decorre
entre a morte fetal e a expulsao é mais curta (com colocacao imediata do feto em formol), ndo
tendo excedido as 12h nos nossos casos.

Herwig et al. referiram que o cristalino dos olhos fixados com solucao de Karnovsky
adquiria uma coloracao amarelada a observacao macroscapica, enquanto o cristalino dos olhos
fixados em formaldeido apresentava, na sua grande maioria, coloracao eshranquicada (25). Este
tipo de alteracao nao foi identificado nos cristalinos dos olhos deste trabalho, nao tendo sido
notdria uma coloracao amarelada do cristalino em nenhum dos casos dos diferentes grupos. A
Unica alteracao macroscadpica encontrada nos globos oculares deste projeto, foi o facto dos olhos
fixados com solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% apresentarem um maior
endurecimento da esclerdtica, comparativamente aos olhos fixados em formaldeido a 4%, com o
mesmo tempo de fixacao. Este endurecimento demonstrou ser benéfico aquando da realizacao
da técnica de incisao na esclerética, conferindo maior suporte para a realizacao das incisoes, e
durante a hemisseccao do olho. Verificou-se, contudo, maior dificuldade em prevenir o
deslocamento do cristalino, aquando da realizacao da hemisseccao, nos casos submetidos a
técnicade incisao, mesmo poupando aregiao central da pupila. Esta dificuldade estava agravada
nos casos de fetos comidade gestacional mais baixa, pelas reduzidas dimensoes do globo ocular.

Contudo, foi notdria uma progressiva melhoria de execucao técnica a medida que este trabalho
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progrediu, sendo esta técnica de incisao adaptdvel a todas as idades gestacionais estudadas, o
que sugere ser importante a participacdao de um interveniente treinado na sua execucao.

Em termos globais a presenca de artefactos do cristalino esteve presente em todos os
grupos, nao se demonstrando especifica de fixador, tal como Herwig et al. referiu (25). Revelou-
se, contudo, menos expressiva nos casos fixados com solucao formaldeido a 1% e glutaraldeido
a1,25% e/ ou com realizagao de técnica de incisdo na esclerética.

Detalhando os artefactos observados, verificou-se uma diminuicdo de casos com
glébulos nos grupos em que os olhos foram fixados pela solu¢ao em estudo, tendo sido mais
frequentes nos olhos fixados em formaldeido a 4% sem a técnica de incisao. Estas observacoes
vao de encontro aos resultados obtidos por Herwig et al., de que os glébulos estavam presentes
com maior frequéncia nos cristalinos fixados em formaldeido em relacao a solu¢ao de Karnovsky
(25). Neste caso, a técnica de incisdo nao demonstrou ser benéfica para a reducao deste
artefacto. Os resultados obtidos sugerem que a fixagcao com a solucao de formaldeido a 1% e
glutaraldeido a 1,25% obteve resultados ligeiramente melhores na reducao de glébulos no
cristalino, apesar de nao se ter identificado significado estatistico.

Foram identificadas fendas no cristalino de todos os casos observados. Os olhos fixados
na solucao em estudo associada a técnica de incisao na esclerdtica apresentaram menor
percentagem de casos nas categorias mais elevadas, pelo que, a solucao em estudo juntamente
com o procedimento adicional de técnica de incisdao na esclerdtica, parece demonstrar diminuicao
deste artefacto, apesar de também nao se ter identificado relacao estatisticamente significativa.
Contudo, tal como referido por Herwig et al., a presenca de fendas também pode ser considerada
um artefacto de corte, corroborado também por Cogan, uma vez que o cristalino contém uma
elevada concentracao de proteinas que condiciona ndao sé o processo de fixagao mas também de
inclusdo e corte (25,42).

Verificou-se a presenca de separacao capsular anterior/ posterior em todos os casos,
exceto no grupo em que os olhos foram fixados em formaldeido a 4% em associacao com a
técnica de incisao, em que esta separacao decorreu em 75,0% dos casos. Observou-se também
que, nos grupos em que foi efetuada a incisao na esclerdtica, a percentagem de casos nas
categorias mais baixas foi maior, em relacao aos grupos sem incisao, pelo que, neste tipo de
artefacto, esta técnica parece ter contribuido para a sua diminui¢ao. A solucao de formaldeido a
1% e glutaraldeido a1,25%, neste caso, nao demonstrou ser vantajosa, o que vai de encontro com

os resultados obtidos por Herwig et al., relativamente a solucao de Karnovsky (25).
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O material proteinaceo subcapsular estava ausente em 90,0% dos olhos, sendo que em
nenhum dos casos nos quais foi utilizada a solu¢cao em estudo como fixador se verificou a
deposicao de material subcapsular. De entre os olhos fixados em formaldeido a 4%, a
percentagem de auséncia deste artefacto foi maior nos olhos com técnica de incisao associada.
Como tal, o uso da solucdo em estudo parece ajudar na diminuicao/ eliminacao deste tipo de
artefacto, assim como a técnica de incisao na esclerdtica.

A fragmentacao da cdpsula e epitélio do cristalino esteve presente em 90,0% dos casos.
Este artefacto estava presente em todos os olhos nos quais nao foi realizada a técnica de incisao
na esclerdtica. Foi nos olhos fixados com a solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%
que se observou menor frequéncia deste artefacto. Logo, a técnica de incisao e a fixacao com a
solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25% aparentam ter contribuido para a reducao/
eliminacao este tipo de artefactos, embora também nao se tenha verificado relacao
estatisticamente significativa.

Relativamente as alteracoes da configuracao, foi no grupo fixado com a solucao em
estudo em associacao com a técnica de incisao na esclerética que se identificaram mais casos
sem alteracdes da forma ou com alteracdes ligeiras, em comparacao com os restantes grupos. A
técnica de incisao na esclerética aparenta ter contribuido para a manutencao da forma do
cristalino, especialmente ao utilizar como fixador a solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a
1,25%.

Foram identificadas alteracdes da coloracao do cristalino em todos os grupos, tendo sido
nos casos em que nao foi efetuada a técnica de incisao na esclerética que se obteve uma maior
percentagem de casos com heterogeneidade de coloracao (categorias elevadas). Contudo, nos
olhos fixados na solucao em estudo, associada a técnica de incisao, apenas se observaram
alteracoes ligeiras na coloracao. Desta forma, a técnica de incisao na esclerdtica aparenta ter
condicionado diminuicao da heterogeneidade da coloracao do cristalino, especialmente ao
utilizar como fixador a solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%. Tal como referido
previamente, 0s nossos resultados, embora sugiram a reducao de artefactos com a solucao
formaldeido a1% e glutaraldeido a1,25%, na maior parte dos casos em combinagao com atécnica
de incisao na esclerdtica, nao identificaram diferencas com significado estatistico entre os
diferentes grupos. Uma das razoes podera ser o facto de os fetos resultantes de IMG serem
enviados em recipientes ja contendo o fixador formaldeido a 4%, podendo este periodo de

fixacao condicionar ja ao desenvolvimento de artefactos, mesmo nos casos em que

44



posteriormente foi realizada fixagcao com solucao de formaldeido a 1% e glutaraldeido a 1,25%,
apds o processo de enucleacao. Uma forma de contornar este possivel fator serd a modificacao
do procedimento de envio de fetos por parte do servico de Obstetricia para o Servigo de Anatomia
Patoldgica do CHUSJ, passando o envio destes fetos a ser efetuado a fresco, mesmo em casos
de IMG. Os globos oculares sao constituidos por varias camadas com diferentes carateristicas, o
que, consequentemente, se traduz em diferentes niveis de distorcao e reducao do volume
induzidos pelo processo de fixagao, demonstrando que a fixacao nao ocorre de forma uniforme.
Este problema de falta de uniformizacao no processo de fixacao é mais evidente no cristalino, em
que ocorre uma fixacao mais rapida e extensa na superficie relativamente a zona central, devido
a densidade elevada de proteinas, forma esférica e a auséncia de vasos, tornando este tema um
desafio no que toca a otimizagao do processo de fixacao (49-51), tendo-se demonstrado dificil a
diminuicao ou eliminacao de artefactos associados. Os escassos estudos relacionados com este

tema dificultam arealizacao de estudos comparativos.
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5. Conclusao

Este estudo demonstrou que os artefatos observados no cristalino, que mimetizam as
alteracoes histoldgicas identificadas em casos de cataratas congénitas, nao sao especificos de
um determinado fixador. Os resultados indicaram que a fixacao com a solucao de formaldeido a
1% e glutaraldeido a 1,25%, em associacao com a técnica de incisao na esclerdtica, mostra uma
tendéncia para a reducao da generalidade destes artefatos, embora nao tenha sido identificada
uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos da amostra analisada. A técnica
de incisao na esclerética mostrou beneficios na reducao de alguns artefatos, como gldbulos,
separacao capsular anterior/posterior e fragmentacao da capsula e epitélio do cristalino. No
entanto, esta técnica também apresentou desafios a nivel técnico, especialmente nos fetos com
menor idade gestacional, sendo importante a aquisi¢cao de experiéncia para a sua concretizacao.
A presencade fendas no cristalino também foi observada, podendo esta presenca ter, neste caso,
uma origem mista, com contributo da técnica de corte.

Afixacao comasolucao em estudo em associacao com atécnicadeincisao naesclerética
parecere também contribuir para a reducao de artefatos, como a deposicao de material
proteindceo subcapsular, alteracoes da forma e heterogeneidade da coloracao do cristalino. No
entanto, areducao destas alteracdes nao teve significado estatistico neste trabalho.

Este estudo evidenciou uma tendéncia para a reducao dos artefactos do cristalino
secundarios ao processo de fixacdo com recurso a uma solucao fixadora (formaldeido a 1% e
glutaraldeido a 1,25%), por vezes associada a técnica de incisao na esclerdtica. A dificuldade de
uniformizacao do processo de fixacao do cristalino, devido a sua complexidade estrutural, € um
problema que pode levar a dificuldades de diagndstico de processos patoldgicos do cristalino,
nomeadamente de cataratas congénitas. A escassez de estudos comparativos nesta area
dificulta a otimizacao do processo de fixacao e a compreensao dos artefatos observados. Este
estudo acrescenta novos dados relativamente ao resultado histoldgico do cristalino, cuja fixacao
é realizada com recurso a solucao em estudo e a técnica de incisao, sendo importante a
correlacao com os aspetos macroscdpicos observados, nomeadamente, da transiluminacao,
para um diagndstico adequado. Mais estudos serao necessarios, no sentido de otimizar o

processo de fixacao do cristalino, mais especificament em casos de autdpsia fetal.
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5.1. Perspetivas futuras

Como perspetivas futuras, apresenta-se necessdrio o alargamento da amostra em
estudo, de forma a melhor compreender a tendéncia verificada no nosso estudo, com uma
amostra robusta numericamente. O envio dos fetos a fresco para o servico de Anatomia
Patolégica também serd uma alteracao que podera melhorar na reducao dos artefactos, nao se
expondo a fixacao inicial exclusiva com formaldeido, sendo, portanto, um ajuste futuro que se
tentara realizar com a colaboragao dos servicos envolvidos (servico de Anatomia Patoldgica e
servico de Obstetricia do CHUS)J). A avaliacdo da antigenicidade dos tecidos nos diferentes
grupos, com recurso a estudo imunohistoquimico, serd também um ponto a esclarecer no futuro,
no sentido de perceber se a utilizacao da solugao fixadora (formaldeido a 1% e glutaraldeido a

1,25%) e atécnica de incisao na esclerdtica nao afetam a antigenicidade dos tecidos do olho.
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Anexo |

Protocolo de Macroscopia de pecas de enucleacao do globo ocular CHUSI

Manusl de Macroscopla Zenigo de Anatomia Paiolégica

14.3. Enucleagao do Globo Ocular

Procedimento

A. Fixar o globo ocular intacto durante 24 horas; n3o & aconselhavel abrir o
globo, abrir janelas na esclera, nem injetar ficador no witreo.

B. Lavar com agua da tomeira pelo menos 1 hora e, em opgdo, colocar o globo
ocular em Etanol a 80% durante algumas horas adicionais.

C. Procurar rever o sumdario da histdria clinica e, eventualmenta, resultados do
exame oftalmoldgice antes de iniciar o exame macroscopico.

D. Descrever a dimens3o anterc-posterior, horizontal, e vertical do globe,

comprimento do nervo Ofico e dois didmetros ortogonais da comea (Figura 85).

E. Procurar e descrever locais de traumatismo acidental ou cinirgico.

F. Se possivel, transiluminar o globo antes de o seccionar. Pode usar a lampada
da parie inferfior de um microscopico colocando o globo sobre o vidro em sala
escura; rodar o globo scbre a fonte de luz: quando se detetamn sombras anomais,
marca-las na esclera com marcador.

G. Examinar o globo com uma objetiva na lupa de dissecgdo para identificar
pequenas lesdes,

H. Fotografar o globo ocular.

I. Se houver suspeita de corpo estranho intraoccular ou retinoblastoma,
radiografar o globo antes de o seccionar.

J. Se existir suspeita de melanema maligno colher, pelo menos, um fragmento
de uma veia vorticosa de cada um dos quatro guadrantes {Figura 65)

K. Abrir o globo com uma ldmina de micrétomo, nova, segurando o globo com a
méo esquerda entre o polegar & o dedo médio & a cormea em posigio inferor,
apeoiada na tabua de dissecgdo; o corte & realizade com a mao dirsita, que segura a
ldmina e, com um movimento Onico, de tras para a frente. O plano do corte deve
comegar adjacente ao nervo dtico & terminar na periferia da comea (Fgura 67). O

plane de corte & dependente da identificagio, ou ndo. da lesdo apds

transiluminagio:

% Centro Hospitalar 530 Jodo




Anexo ll

Protocolo de Macroscopia de pecas de enucleacao do globo ocular CHUSJ (continuacao)

Manual de Macroscopla Sendgo de Anatomia Painltgica

a. Mo caso de ndo se ter identificado lesdo, cortar o globo segundo um
plane horizontal, usando como marcas as insergdes dos misculos obliquos superior

& inferior & a veia pds ciliar longa.

b. Mo caso de se ter identificado les3o, modificar o planc de core por

forma a incluir a les3o no disco que se pretende obter (Figura 88}
L. Examinar o interior do glebo e fotografar.
M. Descrever gualquer lesdo encontrada.

M. Colocar as superficies de corte de ambas as calotes sobre a tabua de
dissecgdo @ realizar um segundo plane de corte, em cada uma, paralele ao inicial &

de tras para a frente.

0. Examinar cuidadosamente o fragmento obtido, em forma de disco, devendo

este incluir comea, pupila, cristalino e nervo &tico (Figura 85).

Descrigdo
1. GLOBD OCULAR:
1.1.Lateralidade do globo.
1.2. Dimens o Antero-posterior, horizontal e vertical do globo ocular.
1.3. Comprimento do nervo otico.
1.4. Dimens3o horizontal & vertical da comea.

1.5. Descrever segments antarior: incisdes cirirgicas, opacificagio da comea,

anomalias da iris.
1.6. Descrever presengalauséncia do cristaline.
1.7. Descrever achados da transiluminagdo.
2. DISCO DO GLOBO OCULAR:
2.1.Espessura da cornea.
2.2 Profundidade e configuragdo da camara anteriar.
2.3.Aspeto da iris, corpo ciliar e cristaling.

2.4 Aspeto da cordide, retina, cdmara vitrea e disco otico.
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Anexo lll

Protocolo de Macroscopia de pecas de enucleacao do globo ocular CHUSJ (continuacao)

Manusal de Macnscopla Senigo de Analomia Paiolgica

2.5 Mo caso de tumor descrever:

2.5.1. Localizagdo & trés dimensdes (dimensio da base de implantagio &

da espessural.
2.5.2. Cor, limites, consisténcia, presenca de hemomragia ou necrose.

2.5.3. Estruturas cculares envolvidas e extensdo para o nervo otico.

Exemplo de descrigdo macroscopica

Exame n® . de [nome utemi).

Pega de enucleagdo direitalesquerda, recebida a fresco/em formol, referenciada/nio
referenciada, compreendende globo ocular com o (dmem-poestetorn), cm

{hortzontal), & om [vertical), nervo otico com cm de comprimento, & cornea com

% cm. Observa-se ainda (ncisbes ciningicas, opacifcagdo da comea, anomalas da

Ins, presanca de ofstling, achadss da Fansiuminagdo). Ao corte, a cOmea tem _ om de
espessura & a camara anterior ___com de profundidade. Observa-se ainda lesio
localzada na'o , com __cm na base de implantagic e ___cocm de
espessura, de cor , consisténcia 2 limites . A lesdo

estende-se a {esiniuras envolvidas, Inclulngdo nervo tbico).

Fragmentos para Histologia

Cassete #1 a 4: Inclusdo total do globo ocular

Cassete #5: Mos tumores, especialmente em refincblastomas, inclusdo de um
fragmento transwversal da margem cinirgica do nervo otico.

Cassete #5: Em melanoma maligne inclus3o de pelo mencs um fragmento de cada

veia vorticosa de cada um dos 4 quadrantes.
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Anexo IV

Documento de aprovacao da Comissao de ética do CHUSJ
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AnexoV

Folha de registo macroscépico (Frente)

FOLHA DE REGISTO

PROJETO: Avaliagdo de artefactos de fixagdo do cristalino em olhos fetais.
#COF: #SAP CHUSI:
Informacdo Clinica:
Idade gestacional: ; Tempo de retengdo:
Fotografias: 0 Sim O Nao
Olho Esquerdo (submetido a técnica de incisio na esclerética) Olho Direito (técnica padrio de imersio)
Transiluminacdo: Transiluminacdo:
Pré-fixagdo: o sem alteragdes Pré-fixagdo: o sem alteragdes
o com alteragdes O com alteragdes
Pos-fixagdo: o sem alteragdes Pos-fixagdo: o sem alteragdes
o com alteragdes O com altera¢Ges
Dimensdes do olho: Dimensdes do olho:
Diametro antero-posterior: mm Didmetro antero-posterior:
Diametro horizontal: mm Diadmetro horizontal:
Diametro vertical: mm Didmetro vertical:
Comprimento do nervo dtico: mm Comprimento do nervo dtico:
Dimensdes da comea: Dimensdes da cormea:
Didmetro vertical: mm Diametro vertical:
Diametro horizontal: mm Diéametro horizontal:
Descric@io macroscopica: Descricdo macroscopica:
Segmento anterior: Segmento anterior:
Comea: Cormea:
Tris: ris:
Cristalino: Cristal
Segmento posterior Segmento posterior
Fixador utilizado: Fixador utilizado:
o Formaldeido 4% o Formaldeido 4%
o Solugéo (Formaldeido a 1% e Glutaraldeido a 1,25%) o Solugéo (Formaldeido a 1% e Glutaraldeido a 1,25%)

Responsaveis pelo Registo:




Anexo VI

Folha de registo macroscépico (Verso)

A 1.Theeye s held in place with 2. Vannas scissors are used
forceps and the excision sites to begin the full-thickness
are marked with dye. The cornea excision
is penetrated with a needle
into the anterior chamber

26-gauge syringe
needle

Comea

Yeliow dye
Non-serrated
forceps

3. The eye is rotated Vannas scissors
as the excision
continues Q\, 4. Result Technigue repeated
Window in in Post. Chamber
Anterior Chamber  behind lens

Figure 1. Window technique

(A) An illustration demonstrating how windows are created on the eye wall (A). This operation applies to all three windows although the sample
illustration is made on the anterior wall.

(B) is eye sample before applying the window technique. White arrow points to the region for the 2 windows

(C) is the eye sample after making windows on an eyeball. Dashed white polygons highlight the 2 windows. The third window is not shown. Scale bar:
1000 m.

Fonte: Pang J, Thomas N, Tsuchiya D, Parmely T, Yan D, Xie T, et al. Step-by-step preparation of mouse eye sections for routine
histology, immunofluorescence, and RNA in situ hybridization multiplexing. STAR Protoc [Internet]. 2021:2(4):100879.
Available from: https://doi.org/10.1016/j.xpro.2021.100879

Figura 1.- Esquema de técnica de incisdo.

Vi



Anexo VIl

Protocolo do processamento histolégico no Servigco de Anatomia Patoldgica do CHUS)

1.
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Formol (30minutos)
Formol (30minutos)
Etanol (45 minutos)
Etanol (45minutos)

Etanol (1 hora)

Etanol (1 hora)

Etanol (1 hora e 15minutos)
Xilol (1 hora)

Xilol (1 hora)

. Xilol (1 hora e 15minutos)
. Parafina (1hora)
. Parafina (1 hora)
. Parafina (1hora)

. Parafina (1 hora)
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Anexo VIII

Protocolo da coloracao de Hematoxilina-Eosina no Servico de Anatomia Patoldgica do

CHUSJ

—

Estufa (15 minutos)

Xilol (2 minutos)

Xilol (3 minutos)

Etanol a100% (1 minutos)
Etanol a100% (1 minutos)
Etanol a 95% (1 minutos)
Etanol a 70% (1 minutos)

Lavagem (1 minutos e 30 segundos)

W o N o U A~ W N

Hematoxilina de Gill Il (Leica Biosystems, Richmond ) (5 minutos)

—_
o

. Lavagem (1 minuto)

—
—

. Agua amoniacal (15 sequndos)

—_
nJ

. Lavagem (1 minuto)

. Etanol a 95% (30 segundos)

_
H W

. Eosina G ou Y alcodlica 0,5% (DiaPath S.p.A., Martinengo) (2 minutos e 30 segundos)

—_
U

. Etanol a 95% (1 minuto)

. Etanol a100% (30 segundos)
. Etanol a100% (30 segundos)
. Etanol a100% (1 minuto)

19. Xilol (1 minuto)

20. Xilol (2 minutos)

_ A
o N O
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Anexo IX

Folha de registo microscaépico

FOLHA DE REGISTO MICROSCOPICO

PROJETO: Avaliagdo de artefactos de fixagdo do cristalino em olhos fetais.

#COF: #SAP CHUS):
Informagdo Clinica:

Idade gestacional: Tempo de retengdo:

Fotografias: O Sim O Ndo

Olho Esquerdo (submetido a técnica de incisao na esclerotica)
Fixador utilizado:
o Formaldeido 4%
o Solucdo (Formaldeido a 1% e Glutaraldeido a 1,25%)

Avaliacao Microscopica (presenca e intensidade)

Glébulos: 0 0% o01-5% 06-25% 0 26-50% o 51-75% 076-99%  ©0100% Localizagdo:

Vaciolos: 0 0% o0 1-5% 06-25% 0 26-50% o0 51-75% 076-99%  0100% Localizagao:

Fendas: ©00% ol1-5% o 6-25% 0 26-50% o 51-75% o 76-99% o 100%

Separacdo capsular anterior/posterior: 0 0% 0 1-5%  06-25% 0 26-50% o 51-75% 076-99% o 100%

Material proteico subcapsular: 00% o©01-5% 06-25% 0 26-50% 051-75% 0 76-99% o 100%

Fragmentacdo da cdpsula e epitélio do cristalino: 0 0% o0 1-5%  06-25% 0 26-50% 0 51-75% 076-99% o 100%
Forma: oredonda 0 ligeiramente irregular 0 moderadamente irregular o irregular

Coloracdo: 0 homogénea o ligeiramente heterogénea o0 moderadamente heterogénea 0 heterogénea

Outras alteragoes:

Olho Direito (técnica padrao de imersao)
Fixador utilizado:
o Formaldeido 4%

o Solugdo (Formaldeido a 1% e Glutaraldeido a 1,25%)

Avaliacao Microscopica (presenca e intensidade)

Globulos: 0 0% o 1-5% 06-25% 0 26-50% 0 51-75% o 76-99% 0 100% Localizagao:

Vaciolos: o0 0% o 1-5% 0 6-25% 0 26-50% o0 51-75% 076-99% o0 100% Localizagdo:

Fendas: 00% 0l1-5% 0 6-25% 0 26-50% o 51-75% 0 76-99% o 100%

Separacdo capsular anterior/posterior: 0 0%  01-5%  06-25% 0 26-50% o 51-75% 076-99% 0 100%

Material proteico subcapsular: © 0% 01-5% 06-25% o 26-50% o 51-75% o 76-99% o 100%

Fragmentacdo da cépsula e epitélio do cristalino: 0 0% o 1-5% 0 6-25% 0 26-50% o 51-75% o 76-99% o 100%
Forma: oredonda o ligeiramente iregular o moderadamente irregular o irregular

Coloragdo: o homogénea o ligeiramente heterogénea  © moderadamente heterogénea o heterogénea

Outras alteragdes:

Responsaveis:




