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Several pigments can be viewed on cytological preparation of the liver. Spe-
cial stains are often necessary to differentiate these pigments, such as the di-
tferentiation between bilirubin, pathological pigment indicative of cholestasis,
and lipofuscin, a non pathological pigment that is normal in older dogs with
the Luxol Fast Blue special stain. The objective of this study was to evaluate the
use of Luxol Fast Blue in liver samples obtained from dogs with laboratory and
/ or ultrasound diagnosis of liver disease with suspected cholestasis, evalua-
ting whether this staining can be used to confirm the diagnosis of cholestasis
by cytological examination. 30 dogs underwent ultrasound-guided fine needle
aspiration of the liver, followed by serum biochemical test for cholestasis con-
tirmation, of which 11 had suggestion of bilirubin or lipofuscin pigment. The
samples were stained with Giemsa and later by Luxol Fast Blue. Although this
technique positively stain the lipofuscin pigment, there was no significant di-
tference between samples stained positively and negatively by Luxol Fast Blue
in the biochemical evaluation of the animals.

KEY WORDS. Cytology, liver, biochemistry, stain, special stain, dog, cholestasis,
lipofuscin.

RESUMO. Diversos pigmentos podem ser visua-
lizados na preparacao citologica do figado. Colo-
racOes especiais sdo muitas vezes necessarias para
fazer a diferenciacdo destas estruturas, como a di-
ferenciacdo entre bilirrubina, pigmento patolégico
indicativo de colestase, e lipofuscina, pigmento
nao patolégico e normal em cdes idosos, pelo Luxol
Fast Blue. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso

do Luxol Fast Blue em amostras citopatoldgicas de
figado obtidas de cdes com diagnoéstico laboratorial
e/ou ultrassonografico de doenga hepatica com
suspeita de colestase, avaliando se esta coloragao
pode ser utilizada para confirmar o diagndstico de
colestase através do exame citopatolégico. Foram
utilizados 30 animais da espécie canina, dos quais
11 apresentaram pigmentos sugestivos de bilirrubi-
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na ou lipofuscina, submetidos a pungao por agulha
fina do figado guiada por ultrassonografia, segui-
do de exame bioquimico sérico para confirmacdo
de colestase. As amostras coletadas foram cora-
das pelo Giemsa e posteriormente pelo Luxol Fast
Blue. Apesar desta técnica corar positivamente os
pigmentos de lipofuscina, ndo houve diferenqa sig-
nificativa entre as amostras coradas positivamente
e negativamente pelo Luxol Fast Blue na avaliacao
bioquimica dos animais.

PALAVRAS-CHAVE. Citologia, figado, bioquimica, co-
loracao, coloracdo especial, cdo, colestase, lipofuscina.

INTRODUCAO

O figado, sendo um o6rgao multifuncional, é
vulneravel ndo apenas a doengas primarias como
também condigdes sistémicas (Salgado et al. 2007,
Wee 2011). A biopsia hepética é um passo impor-
tante na avaliacdo de um paciente hepatopata e é
importante para formular um diagnéstico, direcio-
nar a terapia e prover um prognostico preciso. A ci-
tologia por agulha fina guiada pelo ultrassom tem
demonstrado alta sensibilidade na identificacdo de
carcinomas hepatocelulares em nédulos hepaticos,
obtendo material adequado a avaliagdo na maioria
dos casos, tanto em animais quanto em humanos
(Gaschen 2009, Nggada et al. 2009, Rothuizen &
Twedt 2009, Nazir et al. 2010).

Com o advento de técnicas modernas no diag-
noéstico por imagem, um grande impulso tem sido
dado a utilizagdo da técnica de citologia aspirativa
por agulha fina na medicina no campo diagndstico
(Nazir et al. 2010, Wee 2011).

Diversos pigmentos podem ser visualizados na
preparagao citologica do figado. Coloragdes espe-
ciais sdo muitas vezes necessarias para fazer a di-
ferenciacdo destas estruturas, como a diferenciacao
de bilirrubina e lipofuscina pelo Luxol Fast Blue
(French et al. 2009). A presencga de bile é indicativa
de colestase e frequentemente acompanha altera-
¢oes inflamatoérias. Os pigmentos biliares aparecem
como goticulas intracitoplasmaticas de coloragao
verde-enegrecida, como corddes e/ou contetdos
de pseudoédcinos. Lipofuscina é um pigmento ver-
de-enegrecido facilmente confundido com bile, e é
um achado normal em animais idosos, represen-
tando lisossomos preenchidos com residuos lipidi-
cos nao digeridos (Stockhaus et al. 2004, French et
al. 2009, Meyer 2010, Wee 2011).

O objetivo deste estudo foi avaliar o uso do Lu-
xol Fast Blue em amostras citopatoldgicas de figa-
do obtidas de caes com diagnoéstico laboratorial e
ultrassonografico de doenga hepética com suspeita

colestase, correlacionando os métodos laborato-
riais tradicionais para o diagndstico desta condi-
¢do, como elevagdo enzimatica da FAL e GGT, e a
idade dos animais, tendo em vista que o actmulo
de lipofuscina é documentado em animais mais ve-
lhos avaliando se esta coloragdo pode ser utilizada
para confirmar o diagnodstico de colestase através
do exame citopatoldgico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 animais da espécie canina, ma-
chos ou fémeas, de qualquer raca ou idade que apresen-
taram alteragdes ultrassonograficas e/ou resultados de
exames de bioquimica sérica compativeis com doenca
hepatica. Cada animal foi contido manualmente, proce-
dendo-se a coleta da amostra sanguinea a partir da veia
jugular em um dnico momento, utilizando-se seringa
descartavel de 10mL e agulha 30x7,0mm. Esta amostra
foi transferida para um frasco sem anticoagulante para
a obtencao do soro. Foram realizadas as determinagdes
das atividades séricas de fosfatase alcalina (FA) e gama-
-glutamiltransferase (GGT) usando conjunto de reagen-
tes comerciais (kits) da marca Labtest® para confirmacédo
laboratorial do quadro de colestase.

Os animais selecionados a partir dos critérios de in-
clusdo foram submetidos a coleta para a obtencdo de
material para avaliagdo citopatoldgica do figado através
da Puncao por Agulha Fina (PAF) guiada por ultrassom.
Em situagdes especificas, quando o material obtido pela
PAF ndo apresentava caracteristicas adequadas para a
confeccdo do esfregaco, foi obtido material através da
técnica aspirativa (PAAF). Para tal procedimento, o ani-
mal foi posicionado em dectibito dorsal e o transdutor
do ultrassom posicionado caudalmente a cartilagem
xifoide. Para pacientes muito obesos ou magros, com
torax profundo, figado cirrético ou pacientes com algas
intestinais com grande volume de ingesta ou gases, foi
utilizado o acesso intercostal, com o paciente em dectibi-
to lateral, sendo utilizadas agulhas do cateter 18G de 45
x 1,30mm (Jelco ® 18G) para a coleta do material.

Foram confeccionados no minimo quatro esfregagos
do material obtido pela técnica de compressao (Squash).
Destes, dois foram fixados pelo Metanol durante cinco
minutos para posterior coloracdo pelo método de Ro-
manowsky utilizando o corante Giemsa e dois foram fi-
xados pelo Liquido Fixador para Esfregago Cérvico Va-
ginal Citoprov Newprov® para posterior coloracao pelo
Luxol Fast Blue.

O exame citolégico das amostras obtidas do figado
foi realizado por um tnico examinador utilizando um
microscépio 6ptico da marca Olympus, modelo BX-40.

Das 30 amostras obtidas, sete foram amostras nao
diagndsticas, quatro foram diagnosticados como neo-
plasias, seis como hiperplasias e 16 como alteracdes me-
tabolicas e degenerativas. Onze das 30 amostras apre-
sentaram hepatdcitos com pigmentacdo citoplasmatica
compativel com bilirrubina e/ou lipofuscina, sendo en-
caminhadas a coloragdo pela técnica do Luxol Fast Blue
(Weiss & Moritz 2002, Frech et al. 2009).
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O procedimento desta coloragdo consiste numa
adaptacao do descrito por Prophet et al. (1994).

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das
médias, medianas e os desvios-padrao das mensu-
racdes das atividades de FAL e GGT nos animais
que tiveram amostras com pigmentos compostos
por lipofuscina e por bilirrubina.

Das 11 amostras avaliadas pelo Luxol Fast Blue,
seis foram positivas (Figura 1), evidenciando que a
pigmentagdo observada era composta por lipofus-
cina, e cinco foram negativas, confirmando a com-
posicao biliar dos pigmentos.

Tabela 1. Médias, Medianas e Desvios-Padrao dos pardmetros
bioquimicos indicativos de colestase nos caes com amostras
citoldgicas de figado coradas pelo Luxol Fast Blue.

Lipofuscina (nado patolégico) Bilirrubina (colestase)

X Mi s X Mi s
FAL 312 251 258,42 1382 489  1855,79
GGT 698 695 6,33 99,02 153 146,36

Le_gendas: FAL = Fosfatase Alcalina; GGT = Gama Glutamiltransferase;
X = Média; Mi = Mediana; s = Desvio-padrao.

Figura 1. Hiperplasia Nodular Regenerativa. (A) Células apre-
sentando granulagdes de cor verde enegrecida, compativeis
com actimulo de bilirrubina (Giemsa, 400x). (B) A mesma
amostra corada positivamente pelo Luxol Fast Blue, eviden-
ciando que a composi¢do dos pigmentos era lipofuscina, e
ndo bilirrubina (Luxol Fast Blue, 400x).
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Figura 2. Variavel Idade entre amostras coradas negativamen-
te (colestase) e positivamente (lipofuscina) para Luxol Fast
Blue.
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Figura 3. Variaveis FAL e GGT entre amostras coradas nega-
tivamente (colestase) e positivamente (lipofuscina) para Lu-
xol Fast Blue.

DISCUSSAO

Diversos autores relatam que a lipofuscina é um
pigmento que aparece com maior frequéncia em ani-
mais idosos (Stockhaus et al. 2004, French et al. 2009,
Meyer 2010, Wee 2011). A idade média dos animais
do presente estudo foi de 9,4 anos, com mediana em
dez anos (variando de trés a dezesseis anos). Ape-
sar da literatura descrever maior incidéncia desse
pigmento em animais idosos, o teste exato de Fisher
ndo revelou um predominio da presenca de lipo-
fuscina nos animais idosos (acima de nove anos de
idade). Pelo teste de Mann-Whtiney, foi testado se
existe diferenca entre os grupos corados negativa-
mente e positivamente pelo Luxol Fast Blue, nao
se obtendo diferenca significativa para as variaveis
idade (p=0,7526), FAL (p=0,1775) e GGT (p=0,0642).
Além disso, pode-se observar uma quantidade sig-
nificativa de animais jovens com pigmentos de lipo-
fuscina, como evidenciado na Figura 2, o que nao
era esperado, visto que relata-se que este é um pig-
mento comum em animais idosos (Stockhaus et al.
2004, French et al. 2009, Meyer 2010, Wee 2011).
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Também foi realizado o teste exato de Fisher
para testar se havia diferencas entre os animais
com amostras positivas e negativas para o Luxol
Fast Blue que apresentassem bioquimica compati-
vel com colestase (aumento concomitante de FAL
e GGT), para aumento de FAL isoladamente e au-
mento de GGT isoladamente. Os valores P obtidos
foram, respectivamente, 0,1818, 0,1818 e 0,5450.

Apesar dos resultados nao terem sido significati-
vos, foi possivel evidenciar uma tendéncia de maiores
atividades de FAL e GGT em animais que se coraram
negativamente pelo Luxol Fast Blue, ou seja, aqueles
cujo pigmento acumulado foi confirmado como bilir-
rubina, como observado na Figura 3. No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre essas amostras.

CONCLUSAO

Conclui-se que a coloragao pelo Luxol Fast Blue
evidencia pigmentos de lipofuscina, mas nao ¢ iso-
ladamente uma metodologia eficaz na diferencia-
¢do de processos colestéticos.
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