Identificacdo de cogumelos patogénicos por
meio da coloracdo acido periddico -- Schiff

pelo

Dr. R. Pimenta de Mello, * L. Pimenta de Mello ** e A. Perez ***

A Introducao do método de PAS (acido periodico — Schiff) em
histoquimica, por Mc ManNUs (1) e HoTrcHkiss (2), foi imediatamente
seguida pela sua aplicacao na identificacao de cogumelos nos tecidos
lesados.

KricMmaN (3), utilizando o método de Horcuxiss-Mc MANNUS com
algumas variacoes, STARR, DaAwWE e WEED (4), SEABURY, PEABODY e LIBER-
MAN (0), KADE e KAPLAN (6), entre outros, evidenciaram perfeitamente
as extraordinarias vantagens do método em questao.

Uma das principais vantagens do emprégo desta técnica, consiste,
segundo a maioria dos autores, na possibilidade de demonstrar para-
sitos nao visiveis pelos métodos habituais de laboratoério, ou seja possi-
pilitar um diagnostico preciso. Dados interessantes, foram fornecidos
por PUCKETT (7), no estudo de granulomas pulmonares. Verificou éle,
empregando o método de PAS, Histoplasma capsulatum em 22 lesdes
pulmonares, nas quais o cogumelo havia sido cultivado exclusivamente
em uma unica oportunidade.

STARR, DAWE ¢ WEED (4), publicam uma interessante tabela, na
qual demonstram os resultados de positividade, obtidos com o PAS e
sem éste, em diversos casos, como passaremos a mostrar.

Casos posttivos em exame

Cogumelos Total de casos histologico
HE. PAS Total
Blastomices (tipos norte e sul 15 9 5 14
americanos) .

H. capsulatum 18 11 3) 16
C. immitis 20 6 9 15
C. neoformans 3 2 1 3
S. schenckii 5 2 1 3

Total 61 30 21 01

* Do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Atualmente no Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto. Siao Paulo.
** Tecnlca voluntaria do mesmo Departamento.
“**  Tecnico de laboratorio do referido Departamento.
*  Entregue para publicacao em 16-9-55.
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O total de casos (61), representa aquéles que foram bacteriologica-
mente comprevados. Dessa maneira, de um total de 61 casos, 51 foram
comprovados morfologicamente, com positividade nos tecidos. Désses 51,
30 o foram com hematoxilina eosina (H.E.), enquanto o método do
PAS. além désses conseguiu identificar mais 21.

SEABURY, PEABODY e LiBERMAN (5). mostraram entre varios casos.
um exibindo tipico aspecto de doenca de Hodgkin quando corado pela
hematoxilina-eosina. Apods coloracdo pelo PAS, verificou-se a presenca
de focos caracteristicos de Histoplasma capsulatum.

METODOS

O meétodo utilizado para o PAS, foi o seguinte: (8)
Preparo do reagente de Schiff:

a) Dissolver uma grama de fucsina basica em 200 cm® de agua
distilada fervendo. Esfriar até 50 graus centigrados. Filtrar. Adicionar
10 cm® de acido cloridrico normal (o acido cloridrico normal deve ser
preparado com muita precisao na proporcao de 83.5 ecm® de acido clori-
drico concentrado, de densidade 1.19 (36.7‘.) para 916.5 cm?® de agua
distilada. Colocar duas gramas de metabisulfito de potassio. Deixar
descorar pelo espaco de 24 horas. Adicionar, si necessario 0.5 ¢ de
carvao vegetal, agitar por 1 minuto e filtrar rapidamente através de
papel de filtro. A solucao deve ficar amarelo-palida, em caso contrario
tentar com fucsina de outra procedéncia.

b) Técnica:

1 — Desparafinar os cortes, e hidrata-los de acérdo com a téc-
nica usual.

2 — Colocar em solucao de acido peridédico a 1+, durante 10
minutos.

3 — Lavar em agua distilada.

4 — Colocar no reagente de Schiff durante 15 minutos.

o — Colocar diretamente, sem lavagens intermediarias, em 3

mudas de metabisulfito de potassio, solucdo preparada da
seguinte maneira;

10.4 g %« de metabisulfito de potassio (sol. estoque) .
Tomar 6 cm* desta solucdo e diluir em 114 cm® de agua
distllada (90 segundos em cada borrel desta solucio).

— Lavar em agua corrente durante 10 minutos.
— Corar os nucleos com hematoxilina de Lillie-Mayer.

Realizar coloracao de fundo de preferéncia com verde luz.
— Desidratar e montar.
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Fiz. 1 — Blastomicose. x 800. Figado. Col. PAS.

Figz. 2 — Blastomicose. x 800. Rim. Col. PAS.
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Fig. 3 — Blastomicose 800. Ganglio linfatico. Col. PAS.
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Fig. 4 — Actinomicose. Grao. x 320. Col. PAS
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Fig. 7 — Cromoblastomicose. x 800. Pele. Col. PAS.

Rinosporidiase. Polipo nasal. Col. PAS x 320.
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RESULTADOS

Com a técnica acima descrita, tivemos a oportunidade de observar,
6 casos de blastomicose sul-americana, 1 caso de rinosporidiose, 1. caso
de criptococose, 2 casos de actinomicose e 1 caso de cromoblastomicose.

As fotografias exibidas a seguir, demonstram perfeitamente a niti-

dez dos cogumelos corados pelos PAS, comparando-se em um caso com
preparacao corada pela hematoxilina-eosina.

Blastomicose sul-americana.

Vemos nitidamente em tédas as fotografias apresentadas o aspecto
caracteristico de roda de leme, com as suas esporulacoes externas. O
cogumelo em todos os tecidos sobressai acentuadamente, corando-se sua
membrana de duplo contéorno em vermelho intenso, contra um fundo

corado em verde.

Actinomicose.

Em duas microfotografias apresentadas, vemos um grao actinomi-
cOtico corado pelo PAS, notando-se o enovelamento do micélio, e em
certos pontos as caracteristicas dilatacoes terminais. Em uma fotografia
de preparacao corada com hematoxilina-eosina, notamos infiltrado leu-
cocitario, sendo todavia o micélio muito pouco nitido.

Cromoblastomicose.

Com o método de PAS, notamos no interior da celula gigante, dois
cogumelos, um dos quais com dupla segmentacao. No seu interior per-
cebemos pequeninos filamentos corados em verde escuro pelo verde luz.

Rinosporidiose.

Em um corte de polipo nasal, vemos uma nitida membrana envol-
vente, com poro situado a esquerda. Os esporos apresentam-se muito
nitidos, com uma divisao interna em pequenos compartimentos.

Criptococose.

Em um caso de meningite, verificamos corando-se pelo PAS, um
cogumelo perfeitamente redondo, com membrana corada discretamente
em roseo, sem aparentemente evidenciar uma estrutura interna.

DISCUSSAO

O método de PAS, se baseia essencialmente no reagente de Schiff,
o qual é preparado, descorando-se fucsina basica com acido cloridrico
e metabisulfito anidro. Esta fucsina-acido sulforoso descorada, vai se
combinar com os aldeidos. Quando esta combinacao se realiza, o reagente
se recolora pela adicao de aldeido e si o aldeido é relativamente insolu-
vel, a substancia que o contém podera se corar, variando a intensidade
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desde o roseo ao vermelho purpura. Os cogumelos patogenicos e al-
oumas bactérias contém material que, apos oxidag¢ao, com acido perio-
dico, forma compostos adicionais corados com o reagente de Schiil.

A maioria dos autores, todavia, é de opiniao, de que no caso dos
cogumelos a coloracao nao é devida a uma reacao histoquimica caracte-
ristica, e sim exclusivamente uma coloracao de contraste, principal-
mente se utilizarmos o verde luz como corante de fundo, pois neste caso
0s cogumelos corados intensamente em vermelho, tornam-se mais niti-
damente vislveis.

STARR, DAwWE e WEED (4), em recente publicacao, concluem os se-
ouintes fatos:

1 — O PAS é o melhor método para evidenciar os cogumelos pato-
génicos nos tecidos com reacao granulomatosa. Deve, entre-
tanto, ser considerado como um metodo auxiliar, pois muitas
vézes somente a cultura podera nos dar o diagnostico etiolo-
oico.

2 — K preciso grande cuidado, pois, algumas vézes o metodo do
PAS, pode produzir artefatos, facilmente confundiveis com
histoplasma e esporotrico.

A nosso ver, o método do PAS, é um extraordinario auxiliar na
identificacdo e no estudo morfolégico dos cogumelos patogénicos pro-
dutores de micoses, deixando-se todavia, bem claro, de que o diagnostico
de espécie somente podera ser realizado pela cultura do agente.

RESUMO

Os autores apresentam 6 casos de blastomicose sul americana, 2
casos de actinomicose, 1 caso de rinosporidiose, 1 de cromoblastomicose
e 1 caso de criptococose, estudando 0s respectivos cogumelos responsa-
veis, pela coloracao empregando o acido periodico-Schiff. As vantagens
déste método para identificacdo e estudo morfologico sao evidenciadas
pelas microfotografias apresentadas.

SUMMARY

The authors present 6 cases of south american blastomycosis, 2
cases of actinomycosis, 1 case of rhinosporidiosos, 1 case of chromo-
blastomycosis and one case of cryptococcosis. They study the respective
fungi employing the periodic-acid-Schiff reaction. The advantages of
this method for identification and morphologic studies are seen through
the photomicrographs in this paper.

M.1.0.C 29
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