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INTRODUCAO
A técnica histolégica constitui o conjunto de processos a que se submetem 0s
tecidos, neste caso de origem animal, a fim de que possam ser observados de maneira

significativa e adequada permitindo o diagndstico histol égico ou patol dgico.

O QUE E HISTOLOGIA?
E a parte da Biologia que estuda os tecidos (do grego, hydton, tecido + logos, estudo).

MASO QUE E TECIDO?

“Tecido € uma especiaizacdo morfologica, fisico-quimico e fisiologica de
células’(GRASSE).

“Tecido € um conjunto de células da mesma natureza, diferenciadas em determinado
sentido para poderem realizar a sua fungéo prépria’ (SCHUMACHER).

“Tecido € um grupo de céulas que apresentam a mesma funcdo proépria’
(MENEGOTTO). Todos estdo corretos. Os tecidos do corpo dos animais vertebrados
desempenham variadas fungdes que por sua vez sdo formados por céulas especializadas.
No corpo dos animais pluricelulares exceto espongiarios, e constituido por céulas
agrupadas e organizadas, formando os tecidos. Precisa-se de requisito para termos um
tecido que sgja composto de um grupo de células, que devera apresentar a mesma funcéo.
Os tecidos fundamentais nos animais sdo estes: Epitelial, Muscular, Nervoso, Sanguineo e
Conjuntivo. Nos invertebrados estes tipos de tecidos sdo basicamente 0s mesmos, porém
com organizagbes mais simples. A maioria dos tecidos aém de serem compostos de
células, apresentam entre elas substancias intercelulares (intersticiais). Esses tecidos ndo
existem isoladamente mas associamse em proporcoes varidvels, para formar os diferentes

0rgdos e sistemas do organismo animal.

Tecido Epitelial
O Céulas geramente poliédricas, justapostas, entre as quais encontra-se pouca
substancia extracelular, tém vida limitada e se renovam constantemente.

O Possuem adesio muitua, podem apresentar estruturas como vilosidades e cilios.



O Pode ser formado por céulas especializadas na producio e secrecdo (tecido
epitelia glandular)

O Pode ser especializado na captacdo de estimulos provenientes do ambiente
(neuroepitélios)

O Revestem a superficie externa e as cavidades do corpo (tecido epitelial de
revestimento) Esses epitélios dividem o organismo em compartimentos funcionais e tém
papel importante na absor¢do dos nutrientes - revestimento da superficie interna do
intestino.

O Os epitélios de revestimento sdo divididos de acordo com critérios morfol dgicos,
tendo em vista o nUmero de camadas que o congtitui e a forma das células na camada mais
superficial:

-Epitélio Smples Pavimentoso - revestimento dos vasos (endotélio), da cavidade
peritoneal, pericardia e pleural (mesotélio). Func¢&o: movimentacdo das visceras (mesotélio)
e transporte ativo por pinocitose (endotélio).

-Epitélio Smoples Cabico - revestimento do ovario, intestino. Funcéo: revestimento,
protecdo, lubrificagéo e absorgéo.

-Epitélio Estratificado Pavimentoso - revestimento da pele, boca e esdfago. Funcéo:
protecdo e dificulta a perda de &gua.

-Epitélio Estratificado de Transi¢éo - revestimento interno da bexiga e parte das vias
urinérias. Fungdo: protecao.

-Epitélio Estratificado Prismatico - conjuntiva do olho, serve para protecéo.

-Epitélio Pseudo Estratificado - revestimentos da traguéia e brénquios. Funcgéo:

protecao e transporte de particul as estranhas para o0 exterior.

Tecido Conjuntivo

O Diversostipos de células, separadas por abundante material intercelular sintetizado
por elas e congtituido por fibras, uma substancia fundamental amorfa e pelo plasma
intersticial.

O As fibras do conjuntivo sio de trés tipos principais: colégenas, reticulares e
elésticas.



O As fibras colégenas s30 as mais fregiientes e constituidas por uma glicoproteina
denominada colégeno (proteina mais abundante do corpo humano), que pode ser de vérios
tipos. S8 encontrados formando tenddes, ligamentos, capsulas dos 6rgaos, derme, 0Ssos,
dentina, entre outros.

O Asfibras reticulares so extremamente delicadas e formam o arcabouco dos 6rgdos
hemocitopoiéticos (bago, linfonodos, medula Ossea, etc.), formam redes em torno das
células musculares e das células de muitos 6rgéos epiteliais.

O As fibras elasticas formam tipo uma malha irregular e tém como componente
principal a elastina (proteina estrutural muito resistente).

Céulas do Conjuntivo:

1- Fibroblasto - célula mais comum e principa responsavel pela formacdo das
fibras e do material intercelular amorfo. E uma célula dotada de motilidade, porém é muito
lenta. Alguns autores a dividem em fibroblastos quando sdo ativas (sintetizam fibras) e
fibrécitos quando sdo inativas.

2- Macréfago - célula com grande capacidade de fagocitar e morfologia bastante
variavel conforme a sua localizagdo e estado funcional. Apresentam movimentos
ameboides ou podem estar fixos. Atuam como elementos de defesa, que penetram no
organismo. Quando estimuladas (presenca de substéncia estranha)sofrem modificacfes
morfolégicas e metabdlicas, sendo denominados de macréfagos ativados e passam a ter
maior capacidade fagocitéria, producdo de lisossomos aumentada e secretam diversas
substancias que participam do processo defensivo atraindo leucécitos e estimulando a
atividade de outras células. Os macrofagos sdo originados dos monécitos (células do
sangue que atravessam a parede dos capilares, penetram no tecido conjuntivo, onde
adquirem o aspecto morfolégico do macréfago. Portanto, 0 mondcito e 0 macrofago séo a
mesma célula em diferentes fases de maturacao.

3- Mastécitos - célula globosa, com nicleo esférico e central. Tem a funcdo de
produzir e armazenar mediadores quimicos do processo inflamatdrio, tais como a heparina
e histamina. (aumenta a permeabilidade dos vasos sanguineos).

4- Plasmdcitos — normalmente sdo encontrados em pouca quantidade no tecido
conjuntivo. Tem seu nimero aumentado em regifes sujeitos a penetracdo de bactérias e

onde ha processo inflamatdrio crénico. S&o células de formato ovéide com grande



guantidade de R.E. e Aparelho de Golgi. Tem como funcéo sintetizar e secretar anticorpos
(proteinas especificas denominadas imunogl obinas).

5- Cédula Adiposa — célula especializada no armazenamento de gordura. Sera
descrito posteriormente.

6- Leucocitos— Sao constituintes normais do tecido conjuntivo, porém sdo oriundos
do sangue. Os leucdcitos mais frequentes no tecido conjuntivo sdo os neutrofilos, os

indfilos e os linfécitos. Serdo detalhados posteriormente.

Substéncia Fundamental Amorfa
O Substancia incolor e transparente que preenche o espago entre as células e as
fibras. E constituida de proteinas (proteoglicanas, glicoproteinas adesivas).

O Encontrada em abundancia em recém- nascidos.

Variedades do Tecido Conjuntivo

Ha diversas variacBes do tecido conjuntivo, formado pelos componentes basicos
(fibras, células e substancia amorfa) e que refletem o componente predominante, ou a
organizagdo estrutural do tecido. Tem como fungdo a sustentagdo, preenchimento,

armazenamento, transporte, defesa e reparacéo.

Tecido Conjuntivo  Tecido Conjuntivo Propriamente Dito Frouxo
Denso
Tecido Conjuntivo de Propriedades Especificas  Tecido Adiposo
Tecido Elastico
Tecido Reticular
Tecido Mucoso
Tecido Cartilaginoso

Tecido Osseo

Tecido Conjuntivo Frouxo — mais comum, preenche espacos entre as fibras e feixes

musculares serve de apoio para o tecido epitelial e forma camada em torno dos vasos

sangliineos e linféticos. E um tecido delicado, flexivel e pouco resistente as tragoes.



Tecido Conjuntivo Denso — tecido menos flexivel e mais resistente, encontrado

formando tenddes.

Tecido Conjuntivo Elastico — pouco comum e € encontrado nos ligamentos da coluna
vertebral.

Tecido reticular — muito delicado , forma rede para sustentar células especializadas.

Encontrado na medula e 6rgéos linféticos.

Tecido Mucoso — tecido que constitui o corddo umbilical, é formado com grande
predominancia de substancia fundamental amorfa.

Tecido Adiposo — O tecido adiposo é o maior depdsito de energia (sob a forma de

triglicerideos) do corpo. Além da reserva energética, tem funcdo de modelar a superficie,
forma coxins absorventes de choques, principamente na planta dos pés e das maos,

contribui para o isolamento térmico e preencher os espacos. As células do tecido adiposo se
originam no embrido e ndo se dividem apOs 0 nascimento, 0 “ crescimento” do tecido se
deve ao acimulo de lipidios nestas células.

Tecido cartilaginoso — E uma forma especializada de tecido conjuntivo de

consisténcia rigida. Desempenha a fungdo de suporte dos tecidos moles, revestimento de
superficies celulares onde absorve choques, facilita o deslizamento e € essencial para a
formagcdo e crescimento dos ossos longos. O tecido cartilaginoso ndo possui vasos
sangiiineos, sendo nutrido pelos capilares do conjuntivo que o envolve (pericondrio). E
desprovido também de vasos linféticos e de terminaces nervosas. Suas propriedades
dependem da estrutura da matriz intercelular, que é congtituida por fibras colagenas e
elésticas em associagdo com macromoléculas de proteoglicanas (proteinas +
glicosaminoglicanas). A firmeza da cartilagem se deve as ligagbes entre fibras e as
proteoglicanas.

Este tecido é formado de trés tipos de cartilagem, que sdo:

1) Cartilagem Hialina - E o tipo mais fregiiente encontrado no corpo humano. Sua
matriz possui delicadas fibrilas constituidas principalmente por colégeno tipo Il. Forma o
primeiro esqueleto do embrido, que posteriormente é substituido pelo esqueleto Gsseo.
Entre a parte afinada (di&fase) e a extremidade dilatada (epifise) do osso longo em
crescimento, observa-se o disco epifisario, responsavel pelo crescimento do 0sso em
extensdo, que é constituido de cartilagem hialina. E encontrada também na parede das



fossas nasais, traquéia e brénquios, na extremidade ventral das costelas e recobrindo as
superficies das articul agles.

Todas as pecas de cartilagem hialina, exceto a cartilagem articular, sdo envolvidas
pelo pericondrio, que além de ser fonte de novos condrocitos (denominagdo das células de
cartilagem) é responsavel pela nutricdo, oxigenacdo e pela eliminacdo dos refugos
metabdlicos de cartilagem, pois neles estdo localizados os vasos sangiiineos e linféticos.
Devido, provavelmente, a suairrigacdo limitada, a cartilagem é muito sujeita a degeneracdo
e quando sofre leséo regenera-se com dificuldades e, freqlientemente, de modo incompleto,
salvo em criangas de
pouca idade.

2) Cartilagem Eléastica - E encontrada no sistema auditivo interno e externo, na
epiglote e na laringe. Basicamente, € semelhante a cartilagem hiaina, porém inclui, além
das fibrilas de colageno, abundante rede de fibras elésticas finas. E menos sujeitas a
degeneracdes que a hiaina.

3) Cartilagem Fibrosa - E encontrada nos discos intervertebrais da coluna, nos
pontos em que aguns tendBes e ligamentos se inserem nos 0ssos e na sinfise pubiana. E
uma cartilagem resistente as tencles e caracteriza-se pela presenca de feixes de fibras de

colégenottipo I.

Tecido Osseo

E um dos mais resistentes e rigidos do corpo humano. Constituinte principal do
esgueleto, serve de suporte para as partes moles e protege 6rgaos vitais, como os contidos
na caixa craniana e toracica. Aloja e protege a medula 6ssea, formadora das células do
sangue, proporciona apoio aos musculos esquel éticos, transformando suas contragdes em
movimentos Uteis. Além destas fungdes, os ossos funcionam como depdsito de calcio,
fosfato e outros ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada.

E um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por trés tipos de células, que

1 - Osteoblastos: Geralmente estdo situadas na periferia do tecido 6sseo ja formado.

Tem como fungdo secretar a parte organica da matriz (fibras e proteinas).



2 - Ostedcitos: Situados em lacunas no interior da matriz Ossea (material
intercelular calcificado). S&o osteoblastos modificados.

3 - Osteoclastos. S&o células de grande porte, moveis que participam da reabsorcéo
do tecido Osseo, principamente no caso de fraturas e remodelagbes em virtude do
crescimento.

O tecido 6sseo € revestido internamente e externamente por membranas de tecido
conjuntivo, denominadas respectivamente de enddsteo e peridsteo. Estas membranas
possuem células osteogénicas (células que se diferenciam nos tipos especificos do tecido
0sse0). O peridsteo tem importante papel no crescimento em espessura dos 0ssos (formam
0s osteoblastos) e na reparacéo das fraturas.

A parte inorganica neste tecido corresponde a cerca de 50% do peso da matriz
0ssea, dando a caracteristica mineralizada da matriz. Esta mineralizagcdo ocorre em virtude
da deposicdo de ions, principamente de fosfato e célcio. Ha& também, em menores
guantidades, bicarbonatos, magnésio, potassio, sadio e citrato.

Macroscopicamente, 0os 0ssos sdo formados por duas partes. uma parte sem
cavidades visiveis, denominado 0sso compacto, e outra parte com muitas cavidades
intercomunicantes denominado 0sso esponjoso. Histologicamente estas partes sdo iguais.
Geralmente, em 0ss0s longos, as extremidades (epifises) sdo formadas por 0sso esponjoso e
a parte cilindrica (diéfise) é quase que totalmente compacta. Em 0ssos curtos e em 0ssos
chatos esta distribuicdo varia. As cavidades do 0sso esponjoso e 0 cana medular da didfise
dos 0ssos longos séo ocupados pela medula Gssea.

Histol ogicamente existem dois tipos de tecido 0sseo:

O primario ou imaturo - que possui as mesmas células e as mesmos constituintes da

matriz que o secundario porém as fibras coladgenas se disp@em irregularmente, sem
orientacdo definida e contém uma menor quantidade de minerais. Apresenta também maior
porcentagem de ostedcitos. Este € o primeiro tecido a ser formado, sendo gradativamente
substituido pelo secund&rio. No adulto € muito pouco freqlente, persistindo apenas
proximo a suturas dos 0ssos cranianos, nos alvéolos dentérios e em dguns pontos de
insercéo de tenddes.

O secundério ou lamelar - apresentam as fibras colagenas organizadas em lamelas.



O tecido 0sse0 é formado ou por um processo denominado de ossificacéo
intramembranosa ou pelo processo de ossificacdo endocondral. A  ossificagdo
intramembranosa é assim chamada por surgir a partir de membranas de natureza
conjuntiva. O processo ocorre pela diferenciagdo das células destas membranas em
osteoblastos, que irdo secretar a parte organica da matriz, que posteriormente sofre
mineralizacd0. E 0 processo formador dos ossos da cabega e dos maxilares. A palpagdo do
cranio dos recém nascidos revela &eas moles (as fontanelas) onde as membranas
conjuntivas ainda ndo estdo ossificadas. Contribui também para o crescimento dos 0ssos
curtos e para 0 crescimento em espessura dos 0ssos longos. A ossificagdo endocondral
ocorre na formac&o da maioria dos 0ssos, principalmente os longos. Tem inicio sobre uma
peca de cartilagem hiaina, de forma parecida & do 0sso que se vai formar, porém de
tamanho menor. Este tipo de ossificagdo ocorre basicamente em duas etapas; primeiro a
cartilagem sofre modificagdes, havendo reducdo da matriz cartilaginosa e sua
mineralizacdo e a morte dos condrécitos; segundo as cavidades previamente ocupadas pelos
condrécitos sdo invadidas por capilares sanglineos e células osteogénicas vinda do
conjuntivo adjacente. Essas células diferenciam-se em osteoblastos, que depositaréo matriz
0ssea sobre os pontos de cartilagem calcificada. Desse modo, aparece o tecido 0sseo onde
antes havia tecido cartilaginoso sem que ocorra a transformagao deste tecido naquele.

O crescimento dos 0ssos consiste na formagéo de tecido 0sseo novo e reabsorcao
parcial do tecido j& formado; deste modo 0 0sso consegue manter sua forma enquanto
cresce.

Os ossos chatos (da caixa craniana) crescem por formagdo de tecido 0sseo pelo
periosteo situado entre as suturas e na face externa do 0sso, enquanto que na face interna
ocorre areabsor¢do. Desta forma a caixa craniana responde ao crescimento do encéfalo.

Nos 0ssos longos este processo € um pouco mais complexo. As epifises aumentam
de tamanho por crescimento radia da cartilagem, acompanhado da ossificacéo
endocondral. Na di&fise, o cilindro cresce em comprimento principalmente pela atividade
osteogénica dos discos epifisarios e, em espessura, pela adicdo de tecido 0sseo pelo
peridsteo na superficie externa, com reabsor¢do na superficie interna. E dessa maneira que

0 cana medular aumenta seu diametro.
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O disco epifisario sofre o processo de ossificagcdo aproximadamente aos 20 anos de

idade, quando determina a parada do crescimento longitudinal dos 0ssos.

Tecido Muscular

O E responsavel pelos movimentos corporais.

O Suas células sfo alongadas caracterizadas pela presenca de grande quantidade de
filamentos citoplasméticos responsaveis pela contracao.

De acordo com suas caracteristicas morfologicas e funcionais, podem-se distinguir
nos mamiferos trés tipos de tecido muscular.

1) Tecido muscular liso - é formado por aglomerados de céulas fusiformes que ndo

possuem estrias trnsversais. O processo de contracéo € lento e ndo esta sujeito ao controle
voluntario.
2) Tecido estriado esquelético - é formado por feixes de células cilindricas muito

longas e multinucleadas, que apresentam estriacOes transversais. Tém contragdo répida,
vigorosa e sujeitas ao controle voluntério.

3) Tecido estriado cardiaco - também apresenta estrias transversais, é formado por

células alongadas e ramificadas, que se unem umas as outras por intermédio dos discos
intercalares. Apresentam contracfes involuntarias.

Tecido Muscular Esquelético

As células musculares sdo téo diferenciadas e tém caracteristicas t&o peculiares que
seus componentes recebem nomes especiais. Sarcolema = membrana plasmatica;
Sarcoplasma = citoplasma; Reticulo sarcoplasmético = reticulo endoplasmético; e
Sarcossomas = mitocondrias.

As variacBes no didmetro das fibras musculares esqueléticas dependem de vérios
fatores como o musculo considerado, a idade, o sexo, estado de nutricdo e treinamento
fisco. O aumento da musculatura em funcdo de exercicio fisico ndo é devido a
multiplicacdo das células (divisdo mitdtica), que somente ocorre no tecido muscular liso.
Este aumento deve-se a formagdo de novas miofibrilas e um aumento pronunciado no
didmetro das fibras musculares.

No musculo, as células musculares formam as fibras musculares que se agrupam

formando feixes musculares, estes por sua vez agrupamse para formar o musculo. Todas
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estas estruturas sdo envolvidas por uma membrana externa de tecido conjuntivo. O epimisio
envolve o misculo, o perimisio envolve o feixe e o endomisio envolve a fibra muscular.
Este tecido mantém as fibras musculares unidas, permitindo que a for¢a de contracéo
gerada por cada fibra individualmente atue sobre o musculo inteiro. Este papel do tecido
conjuntivo tem grande significado funcional porque na maioria das vezes as fibras néo se
estendem de uma extremidade do mulsculo até a outra. E ainda por intermédio do tecido
conjuntivo que a forga de contragdo do musculo se transmite a outras estruturas como
tenddes, ligamentos e 0ssos.

O citoplasma da fibra muscular apresenta-se preenchido principalmente por fibrilas
paraelas, as miofibrilas. Estas sdo cilindricas e correm longitudinamente a célula,
preenchendo quase completamente 0 seu interior. Ao microscopio Optico aparecem
estriacOes transversais, pela alterndncia de faixas claras e escuras. A faixa escura é
denominada de Banda A, enquanto que a faixa clara € denominada Banda |. No centro de
cada banda | aparece uma linha transversal escura denominada Linha Z, enquanto que no
centro da Banda A, existe uma regido de coloragdo um pouco mais clara denominada
Banda H.

As miofibrilas do musculo estriado contém quatro proteinas principais: miosina,
actina, tropomiosina e troponina. Os filamentos grossos séo formados de miosina e se
encontram dispostos na Banda A. Os filamentos de actina séo finos e estéo associados com
a tropomiosina e a troponina. Estéo dispostos na Banda | e entre os filamentos de miosina
nas extremidades da Banda A.

A actina apresenta-se na forma de filamentos em dupla hélice. A tropomiosina é
uma molécula longa e fina, que se localiza ao longo do sulco existente entre dois filamentos
de actina. A troponina € um complexo de trés subunidades; TnT, que se liga fortemente a
tropomiosina; TnC, que tem grande afinidade pelos ions de calcio; e Tnl, que cobre o sitio
ativo da actina onde ocorre a interacdo entre a actina e a miosina. Cada molécula de
tropomiosina tem um local especifico onde se prende um complexo de troponina.

A miosna € uma molécula grande, tem forma de bastdo. Numa de suas
extremidades, a miosina apresenta um saliéncia globular ou cabega, que possui locais
especificos para combinaggo com ATP. E nesta parte da molécula que tem lugar todas as

reacdes relacionadas com a quebra (hidrdlise) do ATP. Nesta parte também se encontra o



local de combinagdo com a actina. As moléculas de miosina sdo dispostas de tal maneira
gue suas partes em bastéo se sobrepdem e as cabegas situam-se parafora. A parte central da
Banda A (BandaH) corresponde a regido de sobreposicdo da miosina constituida
exclusivamente da parte em bast&o das moléculas.

O sarcoOmero em repouso consiste em filamentos de actina (associados a
tropomiosina e a troponina ) e de miosina que se sobrepdem parcialmente. Durante o ciclo
de contragdo, os dois tipos de filamentos conservam seus comprimentos originais.

Portanto, a contracdo € devido a um aumento na zona de sobreposicéo entre os
filamentos. A contragdo se inicia na faixa A, onde os filamentos finos e grossos se
sobrepdem. Durante o ciclo de contracdo a actina e a miosina interagem da seguinte
maneira: durante o repouso, 0 ATP liga-se a cabega da miosina. Para hidrolisar a molécula
de ATP eliberar energia, a miosina necessita da actina, que atua como cofator.

No musculo em repouso, a miosina ndo pode associar-se a actina, devido a
repressdo do local de ligagdo pelo complexo troponina-tropomiosina fixado sobre o
filamento de actina. Todavia, quando h& disponibilidade de ions Ca'™, estes combinam-se
com a unidade TnC da troponina. Isto muda a configuracéo espacial das trés subunidades
desta proteina e expde os locais de ligagdo da actina com a miosina. Como resultado da
interacdo actina- miosina, 0 ATP é convertido em ADP + energia. Este processo leva a um
aumento na curvatura da cabega e de parte do segmento em bastéo da miosina, virando para
trés esta regido e conseqiientemente, como a actina esta ligada a ele, ela também é puxada
no sentido da Banda H. Com isso, aumenta a &rea de sobreposicdo dos filamentos e
consegiientemente o musculo se contrai. A medida que as cabegas de miosina movimentam
a actina, novos locais para a formagéo das pontes de actina-miosina aparecem. As pontes
antigas de actina-miosina s6 se desfazem depois gque a miosina se une a hova molécula de
ATP; esta acdo determina também a volta da cabeca de miosina para a sua posi¢ao
primitiva, preparando-se para novo ciclo.

O Ca'™ ficadisponivel no citoplasma da célula a partir de um estimulo, que provoca
a abertura dos canais de célcio e sua entrada pela membrana plasmética €/ou REL.

Uma Unica contracdo muscular € o resultado de milhares de ciclos de formagéo e
destruicdo de pontes de actina-miosina. A atividade contrétil, que leva a uma sobreposi¢céo

completa entre os filamentos finos e grossos, continua até que os jons Ca™ sejam
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removidos e o complexo de troponina-tropomiosina cobra novamente o local de
combinagdo da miosina.

Tecido Muscular Cardiaco

O musculo do coragdo é constituido por células aongadas, que também apresentam
estriagdes transversais, mas podem ser facilmente distinglidas das células musculares
esguel éticas pelo fato de sO possuirem um ou dois nucleos centrais.

Essas fibras sdo revestidas por uma delicada bainha de tecido conjuntivo,
equivalente a0 musculo esquelético. Uma das caracteristicas do musculo cardiaco é a
presenca de linhas transversais denominadas de discos intercalares, e que tém a funcéo de
adesdo. A estrutura e fungdo das proteinas contréatels das células musculares cardiacas séo
semel hantes as descritas no esquel ético.

Logo abaixo da camada e tecido conjuntivo que reveste internamente o coragao,
existe uma rede de células modificadas, que tém papel importante na geragdo e condugdo
do estimulo cardiaco.

Tecido Muscular Liso

E formado pela associacdo de células fusiformes longas que possuem um ndcleo
Unico e central. Estas células geramente estédo dispostas em camadas, sobretudo nas
paredes dos Orgdos ocos, como tubo digestivo, vasos sanglineos, etc. Além desta
disposicdo, ocorrem células musculares lisas no tecido conjuntivo que envolve certos
0rgdos, como a préstata e as vesiculas seminais, e no tecido subcuténeo do escroto e
mamilos.

As células musculares lisas s80 revestidas e mantidas juntas por uma rede muito
delicada de fibras reticulares. A atividade contrétil caracteristica do musculo liso esta
relacionada com a estrutura e organizagdo de seus filamentos de actina e de miosina, que
ndo exibem a mesma organizacdo ordenada encontrada nas fibras estriadas. A célula
muscular lisa apresenta feixes de miofilamentos que se cruzam em todas as direcoes,
formando uma trama. Como acontece no musculo esguelético, a contragdo das células
musculares lisas se inicia pela entrada de calcio no citoplasma, porém este ndo se liga a
troponina, liga-se a calmodulina. Esta proteina tem alta afinidade por este bn e quando
forma o complexo camodulina-Ca ativa a mudanca da conformacdo das cabecas de

miosing, resultando na contraco.
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Tecido Nervoso

O tecido nervoso acha-se distribuido pelo organismo, interligando-se e formando
uma rede de comunicagfes, que constitui 0 sistema nervoso. Anatomicamente, este sistema
édividido em:

1) Sistema Nervoso Central (SNC) - formado pelo encéfalo e medula espinhal;

2) Sistema Nervoso Periférico (SNP) - formado pelos nervos e por peguenos
agregados de céulas nervosas denominadas ganglios nervosos. Os nervos sdo constituidos
principalmente por prolongamentos de neurdnios (células nervosas) situados no SNC ou
nos ganglios nervosos.

O tecido nervoso apresenta dois componentes principais.

1) os neurbnios, células geramente com longos prolongamentos; e

2) varios tipos de células da glia ou neuroglia, que sustentam os neurénios e
participam de outras fungdes importantes.

No SNC h& uma segregacdo entre os corpos celulares dos neurdnios e 0s seus
prolongamentos. Isto faz com que sejam conhecidas no encéfalo e na medula espinhal duas
porgdes distintas, denominadas substancia branca e substancia cinzenta A substéncia
cinzenta é assim chamada porque mostra essa coloracdo quando observada
macroscopicamente. A substancia branca ndo contém corpos celulares de neurdnios, sendo
constituida por prolongamentos de neurdnios e por céulas da glia. Seu nome origina-se da
presenca de grande quantidade de um material esbranquigado denominada mielina, que
envolve certos prolongamentos dos neurénios (axonio).

Os neurdnios reagem prontamente aos estimulos e a modificagdo do potencia de
acao e o estimulo pode restringir-se ao local ou propagar-se ao restante da célula, através da
membrana. Esta propagagdo constitui 0 que se denomina impulso nervoso, cuja funcéo é
transmitir informactes a outros neurdnios, a musculos ou a glandulas.

Os neurbnios através dos seus prolongamentos geralmente longos € numerosos,
formam circuitos. Da mesma maneira que os circuitos el etronicos, circuitos neuronais.

As funcdes fundamentais do Sistema Nervoso séo:

1) Detectar, transmitir, analisar e utilizar as informagdes geradas pelos estimulos
sensoriais representados por calor, luz, energia mecénica e modificacdes quimicas do

ambiente externo e interno;
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2) Organizar e coordenar, direta ou indiretamente o funcionamento de quase todas
as fungbes do organismo, entre as quais as fungbes motoras, viscerais, enddcrinas e
psiquicas. Assim, 0 Sistema Nervoso estabiliza as condic¢Oes intrinsecas do organismo,
como pressdo sanglinea, tensdo de @ e COg, teor de glicose, de hormbnios e pH do
sangue; e participa dos padrées de comportamento como os relacionados com a
alimentacdo, reproducdo, defesa e interacdo com outros Seres Vivos.

As células nervosas ou neurdnios sdo formadas por um corpo celular ou pericardio,
gue contém o nucleo, e do qual partem prolongamentos. Em geral, o volume total dos
prolongamentos de um neurdnio € maior do que o volume do corpo celular.

Os neurdnios possuem morfologia complexa, porém quase todos apresentam trés
componentes:

- Dendritos. prolongamentos numerosos, especializados na funcdo de receber os estimulos
do meio ambiente, de células epiteliais sensoriais ou de outros neurénios.

- Corpo Celular ou Pericardio: € o centro da célula e é capaz de receber estimulos.

- Axoénio: prolongamento Unico, especializado na conducdo de impulsos que transmitem
informag6es do neurdnio para outras células (nervosas, musculares, glandulares).

A maioria das células nervosas possuem muitos dendritos, que aumentam
consideravelmente a superficie celular, tornando possivel receber e integrar impulsos
trazidos por numerosos terminais axonicos.

Em geral, os dendritos sdo curtos e se ramificam como galhos de uma arvore. Em
alguns casos tomam configuracBes caracteristicas, como nas células de Purkinje do
cerebel o, onde os dendritos formam um leque. Os dendritos apresentam pegquenas projecoes
citoplasmadticas, os espinhos, que geralmente correspondem alocais de contato sinaptico.

Cada neurdnio possui apenas um unico axoénio, que € um cilindro de comprimento de
didmetro varidveis conforme o tipo de neurénio. Alguns axdnios sao curtos, mas na maioria
dos casos, 0 axonio € mais longo do que os dendritos da mesma célula. Os axbnios das
células motoras da medula espinha gue inervam os musculos do pé, por exemplo, tém
cercade 1 m de comprimento.

Nos neurbnios cujos axoénios sdo mineralizados, a parte do axoénio entre o cone de

implantac&o e o inicio da bainha de mielina € determinada segmento inicial. Este segmento
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recebe muitos estimulos, tanto excitatorios como inibitorios, de cujo resultado pode
originar-se um potencial de agcdo cuja propagacdo € 0 impulso nervoso.

A porcdo final do axénio, em gera, é muito ramificada e recebe o nome de
telodendro.

A transmissdo do impulso nervoso de um neurdnio para outro depende de estruturas
altamente especializadas, as sinapses. Embora a maioria das sinapses se estabeleca entre o
ax6nio e o dendrito (axodendriticas) ou entre 0 axénio e o corpo celular (axossomética), ha
também sinapses entre dendritos (dendrodentriticas) e entre axonios (axoaxénicas). Ha uma
tendéncia de se considerar também como uma singpse a terminacdo nervosa em céulas
efetoras, tais como células glandulares e musculares.

Nas sinapses, as membranas das duas células nervosas ficam separadas por um
espaco de 20-30 nm, denominada fenda singptica. Essas duas membranas est&o firmemente
aderidas entre si, e em alguns casos verificou se a existéncia de filamentos formando pontes
entre as duas membranas.

Sob a designacéo geral de neuroglia ou glia, incluemse vérios tipos celulares
presentes no sistema nervoso central ao lado dos neurdnios.

Nos preparados corados pela HE as células da glia ndo se destacam bem, aparecendo
apenas 0s seus nucleos, espa hados entre os nuicleos de dimensdes maiores dos neurnios.

Calcula-se que hgja no sistema nervoso central 10 células da glia para cada neuronio,
mas em virtude do menor tamanho das células da neuroglia, elas ocupam aproximadamente
a metade do volume do tecido. Distingue-se na neuroglia os seguintes tipos celulares:
astrécitos, oligodendracitos, microglia e células ependimarias.

As células da naurologia ndo geram impulsos nervosos nem formam sSinapses.
Todavia, participam do controle da composi¢do quimica do meio onde estéo localizados os
neurbnios. As células gliais possuem na superficie receptores para moléculas
neurotransmissoras, e possuem certas proteinas que existem também nos neurdnios.

Ao contrario dos neurdnios, as células da neuroglia sGo capazes de multiplicagao,
mesmo no adulto.

Os astrécitos sdo as maiores células da neurologia, tem muitos prolongamentos e
nucleos esféricos e centrais. Os oligodendrécitos sdo menores do que os astrocitos e

apresentam poucos prolongamentos. S0 encontrados tanto na substancia branca como na
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cinzenta, apresentando-se nesta Ultima principalmente na proximidade dos corpos celulares
dos neurdnios, constituindo células satélites, que formam uma verdadeira “simbiose’” com
0S Neuronios.

O corpo das células da microglia € alongado e pequeno, com nlcleo denso e
também aongado. A forma do nlcleo destas células facilita sua identificagdo nos
preparados pela HE, pois as outras células da neuroglia tem nucleo esférico. As células da
microglia S&0 pouco numerosas e apresentam prolongamentos curtos, cobertos por
saliéncias finas, 0 que Ihes confere um aspecto espinhoso. A microglia é encontrada tanto
na substéncia branca como na cinzenta. Suas células sdo macrofégicas, pertencentes ao
sistema mononuclear fagocitario. As células epidérmicas derivam do revestimento interno
do tubo neural embrionario e se mantém em arranjo epitelial, enquanto as demais células
dai originadas se diferenciam em neurénios e em células da neurologia. As fibras nervosas
sd0 constituidas por um ax6nio e suas bainhas envoltérias. Grupos de fibras nervosas
formam os feixes ou tractos do SNC e os nervos do SNP. O conjunto destes concéntricos é
denominado bainha de mielina e as fibras sGo chamadas fibras nervosas mielinicas. A
conducdo do impulso nervoso é progressivamente mais rdpida em axoénio de maior
didmetro e com bainha de mielina mais espessa. No sistema nervoso periférico as fibras

nervosas agrupam se em feixes, dando origem aos nervos.
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TECNICA BASICA DE HISTOLOGIA.

SACRIFICAR, DISSECAR, E SUBDIVIDIR.

O materia para estudo histoldgico, portanto o mais normal possivel, deve ser obtido
com cuidados que visam rapidez, objetividade, cuidados com 0 manuseio.

Rapidez — Visa obter a peca desgjada num tempo curto entre a coleta e a fixacdo. Tal
cuidado atenta para os fend menos de morte tecidua e celular que tém inicio imediatamente
apos ainterrupcao da corrente sanglinea.

Objetividade — Retirar primeiro as pecas desgadas para que elas ndo sofram o
processo de morte tecidual. Os diferentes tecidos tem tempos diferenciados de sobrevida.
Genericamente o tecido nervoso tem 0 menor tempo, e o tecido epitelial 0 maior tempo de
sobrevida,

Cuidados com 0 manuseio — Durante a dissecagao, as pegas devem ser coletadas por
seus elementos de fixacdo. Em caso de impossibilidade, 0 manuseio da pega deve ser
bastante cuidadoso.

OBTENCAO DAS PECAS.

Para obter as pegas utiliza-se animais de pegqueno porte como cobaias, ratos, coelhos,
caes e gatos, mediante biopsia ou necropsia.

Biopsia— Retira-se o fragmento do animal vivo mediarte anestesia ou n&o, como no
caso de puncdes ou esfregacos.

NecrOpsia— Retirada do érgdo com 0 animal ja morto. O tempo decorrido entre a
morte, aretirada da peca, e afixacdo deve ser o menor possivel.

OBS: A dimensdo das pegas € um fator de grande importancia pois esta relacionada
com o poder de penetracdo do fixador, Uma peca de grande dimensdo apresentard uma
fixacdo de seus componentes apenas na sua periferia e ndo no centro da mesma.
Recomenda-se que as pegas sgjam cortadas em fatias que ndo excedam a 3mm de
espessura. Esse fatiamento pode ser efetuado imediatamente apds a retirada, ou apds um

pequeno periodo de fixagéo.
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A congelacdo de amostras é usada para diagnostico rapido: coloracbes H.E., Sudam,
Azul de Toluidina. A citologia pode ser: ginecolégica, mama, tiredide, préstata, figado,

liquido amnidtico, liquidos pleurais, liquidos abdominais, escarros.

FIXACAO

A base para uma boa preparacdo histolégica é a fixacdo completa e adequada do
tecido a estudar, paratanto devemos obedecer a alguns requisitos.

Intervalo minimo entre coleta e a fixagéo

Volume do fixador deverd ser no minimo 10vezes maior que o volume da peca.

Evitar que pequenas pegas ( principa mente as de puncdes por agulha) fiquem coladas
no recipiente.

Fixadores sdo substéncias quimicas que mantém a integridade dos tecidos apos a
morte, sem qualquer alteracdo da estrutura celular por isso a sua funcéo é.

-Inibir ou parar a autdlise;

-Impedir a atividade e proliferagcéo bacteriana;

-Coagular e tornar difusivels as substancias insollveis.

-Preservar e endurecer os tecidos afim de que resistam as etapas seguintes da técnica
histol 6gica;

- Paramelhorar a diferenciacdo 6tica dos tecidos,

- Facilitar a subsequente colorag&o.

A fixac8o deve comegar sempre que possivel na sada de cirurgia, ou na sala de
autopsia, ou onde quer gque sgja colhido o material, e obedece a marcha progressiva da
periferia para 0 centro, isto € as regides superficiais sdo fixadas mais cedo do que as mais
profundas. O tempo de fixagdo vai deperder do fixador que estiver sendo utilizado podendo
variar de 4 a 72 horas. Este material deve ser imediatamente mergulhado no liquido fixador
adequado . A escolha desse fixador € de suma importancia pois dele vai depender os
estudos que se quer fazer como também das técnicas a serem aplicadas. Os tecidos podem

ser de: Cirurgias, Bidpsias, Necropsias, Camundongo, Coelho, Gato, Cachorro, Vaca,etc.
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A escolha do fixador seleva em conta:

- Velocidade de penetracdo nos tecidos;

- Finalidade do exame a ser realizado;

- Vantagem econdmica;

- Sem pregjuizo a salde.

Devemos sdientar também que na fixacdo aguns fatores interferem para uma maior
rapidez do nosso fixador.

Exemplo. Quando se desgja uma fixacdo rapida para casos de cortes imediatos de
congelacdo, emprega-se a formalina aguecida a 50° durante uma hora. Este mesmo fixador
atemperatura ambiente requer pelo menos 12 horas para exercer sua atividade.

A temperatura aumenta a velocidade de fixagdo, aumenta a penetracdo do fixador
através do tecido, quanto mais elevada ela for, mais répida sera a penetracdo. Algumas
preparagdes requerem no entanto, penetracdo lenta para melhor preservacdo estrutural.
Nestes casos, recomenda se o resfriamento entre 0 e 60°.

Os fixadores mais utilizados em histologia séo: formol 10% , formalina tamponada,
Bouin, Zenker, Alfac, Helly, Formol sublimado, Glutaradeido, etc. Vantagens e
Desvantagens de Alguns Fixadores: os fixadores aditivados fixam em &mpos reduzidos
gue variam de 1 a 5 horas devido a mistura de agentes quimicos. O formol é um fixador
lento, seu tempo de fixagdo varia de 1 a 24 horas, seu custo € considerado baixo e é muito
utilizado em patologia cirurgica. A acdo dos fixadores ocorre da periferia para o entro ,
portanto ndo devemoscolocar muitos fragmentos no vidro, pois eles aderem-se uns aos
outros, dificultando a difus&o do fixador.

De acordo com sua propriedade de agir sobre as proteinas, os diferentes fixadores sdo

classificados em: Coagulantesou Sem Coagulagéo (Precipitantes.)

Agente Fixador Poder de Penetracdo
Com Coagulagéo: Alcool Moderado

Cloreto de Mercurio Moderado

Acido Picrico Moderado
Sem Coagulacéo : Formol Moderado
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Tetroxido de Osmio Lento
Acido Acético Répido

E importante observar o PH nos fixadores, pois estes podem ocasionar uma retragio
maior no tecido, como também alteracdes na col oracéo.

O vaor 6timo do PH nos fixadores é de 6,8 a 7,0.

FreqUentemente os fixadores sdo constituidos de um principal, associado
eventualmente a outros. Quase todos os bons fixadores sdo ,entretanto constituidos de duas
ou mais substancias fixadoras, corrigindo uma, os defeitos da outra.

No entanto , de modo geral , por melhor que sgja o fixador sempre ocorre contragcéo e
diminuicéo de volume ( entre 20 a 40% ) dependendo do fixador empregado.

PRINCIPAIS FIXADORES

Acetona:

Usada para fixagao citol6gica, desidrata muito o tecido e o tempo normal de fixagéo é
de 10 a 30 minutos.

Acido Acético:

E um dos mais usados, entretanto, sempre em combinagdo com outras substancias
fixadoras. O é&cido acético tem propriedade de corrigir a acdo hidratante de outros
fixadores, evitando- se desse modo artefatos de fixagéo .

Ele n&o fixa a proteina citoplasmética mas , coagula o nicleo da proteina, tendo
pouco efeito fixador; ndo causa endurecimento, penetra bem e dstréi o condrioma.

Geralmente € empregado em solugd aquosade 0,3 a5 %.

Tempo de fixagao; curto, de 10 a 15 minutos.

Acido Picrico:
Este fixador € empregado, associado ao formol ou ao Acido acético. Tem agéo

fixadora rgpida, porém de pequena penetracéo, possuindo leve descalsificante e provocando



edema das fibras colagenas. Apds a fixagdo, os tecidos devem ser bem lavados em agua de
torneira antes da desidratagdo pelos dcoois, até que todo fixador seja removido.

Para 0 preparo da solucéo aquosa saturada, a que se usa geralmente, coloca-se
de 1 al1l,5g em 100ml de agua destilada em temperatura ambiente, deixando- se durante 12
a 24 horas ou , se prepara a solucéo alcodlica com dcool a 80%.

Este fixador fixa as proteinas formando picratos de proteina e a mesma
combinacdo é observada com alguns carboidratos. Tem pequena penetracdo e causa

endurecimento, mas ndo provoca retracdo ou distor¢éo do tecido.

Alcool Etilico :

E usado para a fixagd de pequenos fragmentos de tecido, entretanto
atualmente esta sendo pouco empregado devido a numerosas contra indicages do seu uso.

A fixacdo é rgpida( 1 hora) desde que os fragmentos de tecidos tenham a

espessura ,maxima de fixagcdo , pois, ocorrera contracdo do tecido e seu endurecimento sera
muito intenso. O tecido depois de fixado , devera passar do dcool absoluto para 95% e
depois a80%. As ateraches celulares observadas com a fixagao pelo dcool sdo:

- Agregados de células tendem a se contrair, levando a formacdo de grupos
celulares.

- O citoplasma se contrai fortemente.

- Os nucleos sdo distorcidos morfol ogicamente.

- O citoplasma se retrai e se acumula na membrana do lado oposto ao qual o

fixador penetrou nacélula.

Alcool Etilico Absoluto.
Ele ndo é bom fixador , pois ab mesmo tempo que fixa desidrata o tecido
tornando —o muito duro. Além disso, tem capacidade de penetracdo muito pequena, de
modo que os fragmentos do tecido a serem fixados devem ser pequenos. Em geral usa-se

alcool 95% durante 30minutos.
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PRINCIPAIS SOLUCOES FIXADORAS.

Formalina Comum:

Formalina 37-40%................ 100,0ml
Cloreto de Sadio.............. .... .9,0gr
Agua Comum...........c.ccrveen.. 900,0ml

E um fixador muito comum, ndo causando excessivo endurecimento
dos tecidos. N&o € recomendado para uso de rotina, porém ideal para a preservacdo das
muco-substancias.

Formalina Neutra Tampéao 10%

Formalina 37-40%.........cccooeveenenecennennns 100,0ml
AguaDestilada............ccooeverreerevieeeereennen, 900,0ml
Fosfato de S6dio Monobésico....................... 4,0gr
Fosfato de Sodio Dibésico (anidro) ............. 6,5gr

E o fixador recomendado para o uso de rotina

Formalina- Acetato de Sodio.

Formalina 37-40%.........c.cccoveevevvivneeenne 100,0ml
Acetato de SOIO.......c.coererereneieiesieins 20,0gr
AguaDestilada.............ccccvververeeereennne, 900,0 ml

MATERIAL DURO

Para material mais duro se utiliza o formol Glicerinado, onde se obtém
uma boa fixagdo e uma melhora na hora do corte.
Férmula: Preparar um litro de formol a 10%.
Retirar desse 50ml e acrescentar 5ml de glicerina medicinal.

Ex. Muito bom para Gtero.
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Para uma Fixacdo mais Rapida: ( Algunsautoresindicam )

No Formol a 10%, acrescentar 10% de &cido acético glacial para acelerar
a nossa fixagdo. Fixacdo em média 6hs.
Bouin:( a quente para acelerar a fixacao)

Colocar o Bouin com a peca por 40minutos na estufa a 58C. Logo apos
fazer banhos de dcool 100 ( 5minutos); 3 banhos de xilol ( 10minutos ); 3 banhos de

parafina de ( 10 minutos cada). Montar o bloco.

Fixador para Mama.

Alcool Absoluto.........cccoevun.... 70ml
Formol 37-40%0.......cccceeeeeeennnn. 20ml
Acido Acético Glacial.............. 10ml

E 0 mais usado na Patologia.

Carnnoy:

Alcool Absoluto.............ccceee.... 60,0mi

ClorofOrmio..........cccveeveeeerernennns 30,0ml
Acido Acético Glacidl................ 10,0ml

E um dos fixadores mais répidos e penetrantes. O tempo de fixagZo é de

em média 3 horas, e € usado geralmente para diagnosticos urgentes.
Tem sido muito empregado em citologia nos esfregacos hemorragicos

para a retirada de sangue ,pois destréi as heméceas. N&o é necess&rio lavagem em agua

apos a fixacéo.

Bouin
Acido picrico soluggo saturada..................... 375ml
Formalina 37-40%.........cccevcvveeneeieeneeeeseens 100ml
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Acido Acético glacial..........ccoueuveeevieerereeennne, 25ml

A fixacdo leva de 4 a 12 horas dependendo do tamanho da peca
Importante depois da fixagdo lavar em &gua corrente para eliminar o &cido picrico residual,

pois este pode interferir na coloragéo subsequente . Excelente fixador para cromossomas
,rim e figado.

FAA

AICOON 700, 85ml
Formalina 37-40 %.........cccocevevenenenenineseeie 10ml
Acido” ACEtICo glaCial........coveevereeeerciereeieeeeeeas 5mi

Fixador muito usado na Botanica
Artefatos de fixacdo: quando usarmos écido acético, devemos observar este processo,
pois 0 tempo além do estabelecido endurece os tecidos e prejudica os procedimentos
futuros. Os fixadores a base de cloreto de mercuario precipitam nos tecidos e as vezes torna-
se invidvel para os procedimentos de imunohistoquimica. Em algumas situacBes os

fixadores sdo especificos, por exemplo o Bouin é utilizado para estudo do glicogénio.

DESIDRATACAO.

E o processo de retirada de dgua do interior dacéula. A dguaaém de prejudicial, ndo
se mistura a parafina. Para se conseguir a infiltracdo suficiente da parafina na inclusdo, é
necessario que o tecido esteja completamente desidratado.

O dcoal etilico é o agente mais usua empregado neste processo, sendo utilizado em
uma série crescente (70%, 80%, 90% e 100%).

O volume de acool devera ser de 10 a 20 vezes maior do volume da peca.
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DIAFANIZACAO OU CLARIFICACAO.

Consiste na infiltragdo dos tecidos por um solvente da parafina, que sgja a0 mesmo
tempo desalcolizante. A parafina ndo se mistura com agua nem com acool. Ambos devem
ser completamente removidos para que a parafina possa penetrar eficientemente no tecido.

O solvente mais usado € o xilol, e destina-se a completa retirada de agua, dcool e
também da gordura por ventura existente no material.

A denominacdo clarificacdo, refere-se ao processo de desalcoolizacdo e infiltracdo do
solvente da parafina é devida ao indice de refracéo dos liquidos empregados para este fim.
O tecido, ou melhor as pecas assm tratadas tornamse semi-trandicidas, ou quase
transparentes.

Entre os reagentes mais usados na fase de diafanizac&o, podemos citar 0s seguintes:

XILOL

TOLUOL

CLOROFORMICO

OLEO DE CEDRO

BENZOL OU BENZENO

ETER DE PETROLEO

€ outros.

IMPREGNACAO

O processo de impregnacdo dos tecidos se faz por meio da parafina. A parafina € um
dos vérios produtos da destilacéo (refinagdo) do petroleo, sendo uma mistura de carbonetos
saturados.

A finalidade da impregnacdo € eiminar completamente o xilol contido no material e
atotal penetragcdo da parafina nos vazios deixados pela &gua e a gordura, antes existentes
no tecidos. Este processo serve também para preparar o material par cortes, removendo o
clarificante, endurecendo-o e dando- |he a consisténcia adequada para que possa ser cortado.

Também podemos citar como agentes de infiltragdo ou impregnagéo a celoiding, a

goma arébica, parafina pléstica, polietino glicol, parafina esterificada e carbovax..
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INCLUSAO.

A parafina € o meio de inclusdo mais usado. Este método é o de menor custo e o que
oferece algumas vantagens, entre outras, a possibilidade de conservar os blocos
indefinidamente. A inclusdo é feita em caixas apropriadas, em uma temperatura de
60°C.Unsando- se parafina em temperatura muito alta prejudica-se o material.

E importante, transferir o material diretamente do Ultimo banho de parafina para o
molde de inclusdo, 0 mais rapido possivel para evitar que se forme vacuo em volta do

material e que este venha se soltar durante o processo de corte.

MICROTOMIA.

Para se obter cortes de material incluido em parafina ou por congelago é necessario
um instrumento especial :0 micrétomo

Os microtomos variam com os fabricantes e tem como fundamento duas pegas
principais :0 suporte ou mandril e a navalha.

Os microtomos de acordo com a sua fabricacdo podem funcionar com a peca fixa e a
navalha mével (micrétomo para celoidind) ou com a navaha fixa e a peca move
(micrétomo para parafing).

A microtomia & imprescindivel porque ha necessidade de transparéncia do tecido. A
observacao microscopica depende de um bom corte, ou seja bem distendido, sem ranhuras,
dentes,e dobras. Os cortes sdo feitos em microtomo rotativo com navahas descartéveis
perfil C com espessura de 4 a 6 micrometros.

Mas se sabe que nem sempre é fécil tirar cortes perfeitos ,e 0 que mais surgem so
problemas e dificuldades para conseguirmos bons cortes. Sendo assim para cada problema
identificado vamos adotar um determinado procedimento que ira auxiliar na sua correcéo.

Os micrétomos devem passar por uma revisdo anual, para gustes de seus

componentes.

-Cortes comprimidos ou apinhados.

- Navalha sem fio ;use outra parte da navalha.
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- Ambiente demasiadamente quente ;resfria a navalha e o bloco.

- Parafina muito mole; use parafina de ponto de fusdo mais alto.

- Materia infiltrado com parafina mais dura e em blocado com parafina mais mole.
- Cortes alternadamente grossos e finos.

- O porta bloco ou a navalha estdo soltos ;Fixe bem todos apertando os parafusos.

- Angulo dalaminaincorreta; regjustar a inclinagdo da navaha.

- Bloco quente ; esfrie o bloco uniformimente.

- Fita com rachaduras ou falhas

- A [aminatém dentes ; use outra parte da navalha e ou uma nova.

- Angulo de corte incorreto; procure o angulo certo.

- Particulas duras na parafing; reinfiltre o material com parafinafiltrada.

- Residuos no bordo da navalha; limpe com o dedo ou com pano embebido em xilol.

- Cortes com dificuldade de ser distendido em banho maria

- Fazer o corte com 5 ou 6 micras e colocar primeiro para distender em agua com
temperatura ambiente, logo apds pesca-se e colocamos em banho maria. Distende bem e
ndo fica com arte fato.

- Temperatura muito alta do banho maria; observar sua regulagem.

- Cortes se desfazem e 0o material se separa da parafina

- Material insuficientemente desidratado e mal infiltrado; se for acool no material &
de dificil correcao; se for xilol repetir ainfiltracdo com parafina.

- Materia mantido com muito tempo na estufa e tratado com parafina muito quente .

- Materia duro demais; amacia-lo em &gua e incluir em outro tipo de meio.

- Material muito mole, esponjoso, ma desidratado e incluido, correcdo quase

impossivel, inclua em outro meio ( ex: resina) .

- Cortesaderem alamina

- Lamina suja; limpar com gase embebido em xilol.
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- Lamina sem fio.
-Angulo do corte muito grande; regjuste a inclinagio da navalha.
- Passar na navaha silicone, inclusive no fio, depois secar bem com gase que a

navahaficalustrosas corte ndo adere a navalha.

- Cortes aderem ao bloco
- Formacdo de carga el etrostética devido ao ar muito seco; umedeca o ar .
- Fio danavalha suja; limpa-lo com xilal.

- Angulo de espago livre insuficiente; regjuste a inclinagio da navalha

- Lamina faz ruido ao subir e passar diante do bloco

- A parte basa da navalha ndo tem espaco livre ao passar; regjuste o angulo da
navalha pois esta incorreto.

- Navalha de perfil muito fino contra um material muito duro; amolega o material
com &gua e use uma navalha de perfil correto;

- Material demasiadamente duro; infiltre em outro material (ex. resina);

- Preservacdo e durabilidade da navalha;

- Adequar o emblocamento com o tamanho da pega, ou sga, quanto menor for o
bloco de parafina menor serd a superficie da navalha utilizada, com isso diminuimos a &rea

de atrito da mesma com a parafina onde ha maior perda de fio.

- Para amolecer material duro

- Quando o materia ndo estiver emblocado

- Preparar formol glicerinado;

- Preparar um litro de formol 10%;

- Retirar 50ml deste formol e acrescentar 50,1 de glicerina medicinal;

- Deixar por 12 horas e proceder o emblocamento normal.

- Quando o material ja estiver emblocado
- Se tivermos um bloco no qual a pega ficou endurecida, desbastamos este e depois
mergulhamos o bloco em solucéo de detergente neutro, ou seja, algumas gotas deste em



uma gase umedecida. Deixe o bloco por aproximadamente 3 a 5 minutos e proceda
normal mente.

- Outro método consiste em redlizar 0 processo inverso, ou sga, desparafinar na
estufa e em seguida desparafinar em xilol. Reidratar e fixar em formol glicerinado (12

horas) e realizar 0 processo de emblocamento normal.

-Material 6sseo dificil de cortar

Uma maneira para melhorar os cortes de 0ssos que ndo ficaram bem descalcificados é
aseguinte:

- Desbaste 0 bloco até o material ficar exposto;

- Mergulhe o bloco numa soluc&o de hidréxido de Amoénio a 5% por 10 a 15 minutos,
e depois lave em &gua corrente por 5 a 10 minutos.

- Enxugar e cortar.

Outro método é desbastar o bloco e cortar este numa solucéo de 50% de agua e 50%
de glicerinamedicinal. Deixar por 1 ou 2 horas. Esses dois métodos podem ser empregados
para qualgquer outro tipo de material mais duro, ou também quando o tecido esta se

fragmentando. (ex. Fibromas uterinos).

COLORACAO

Devemos ter sempre em consideracdo, que bons resultados de uma coloragcdo devem
se a varios fatores, dentre eles temos que reconhecer a valia de um bom aliado, nosso eterno
companheiro “O Corante”’. Mas aém disso devemos observar o seguinte.

O mecanismo das col oragdes esta relacionado a dois fatores igualmente importantes:

- Os corantes

- Elementosa corar.

Corantes: Sdo substancias coradas, capazes de transmitir a sua cor a outros Corpos,

empregados com o fim de tornar mais visiveis e distintos uns dos outros elementos
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integrantes da célula, ou tecido, para que os resultados possam ser comparados ou
estudados.
Corantes naturais: S80 corantes extraidos de produtos animais ou vegetais. EX.

Carmim, Hematoxilina, etc..

Corantes artificiais: Sa0 todos de natureza sintética.

Para haver coloracdo é necess&rio que 0 material corante se fixe sobre o tecido, para
isso devemos ter por um lado um material bem processado e na espessura ideal, e por outro
0 corante devera estar dissolvido nas proporcdes indicadas e no solvente ideal. Os corantes
se classificam também em &cidos e basicos. Ao corantes basicos (com elemento ativo

basico) coram os elementos acidos do tecido, como o nucleo que denominamos basofilos.

Os corantes &cidos atuam de maneira inversa, coram o0s elementos basicos por meio
dos seus acidos, e esses elementos séo denominados de aciddfilos.
Exemplos de corantes basicos. Verde de Metila, Violeta Cresil, Tionina, Azul de

Toluidina, Hematoxilina etc.

Exemplos de corantes acidos: Orange G, Eosina.

A coloracdo pode ser progressiva e Ou regressiva, a primeira ndo necessita de
diferenciacdo e a Segunda necessita.

A coloragdo € considerada 0 método mais certo de probabilidade, para um bom
diagnostico, agora, se ela é falha, sdo sempre responsabilizados do fracasso, os corantes ou
0 método utilizado. Mas &s vezes , esse tipo de acusacdo torna-se severo demais, ja que
outros problemas podem ser os causadores do fracasso.

O método é importante, o corante também, mas uma ma fixacdo, parafina muito
guente, ou uma desidratacdo incompleta podem trazer como resultado uma coloracéo
deficiente.

N&o existe uma coloracdo completa e de uso rotineiro que satisfaca todas as

exigéncias para um bom resultado. Muito pelo contrario, as coloragfes possuem algo em
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particular que as diferenciam umas das outras. Algumas s80 vantgosas para certos
gementos e desvantgosas para outros. Num mesmo corte, também determinadas
coloracBes exigem um fixador em particular para por em evidéncia algumas estruturas. Por
isso, um estudo aprofundado na microtécnica requer diferentes coloracbes e métodos.
Como foi mencionado,anteriormente, ndo sd o0 corante é o responsavel por algum fracasso,

devemos observar e ter em conta o seguinte:

Origem do material: em tecidos muito cormpactos, possuidores de rico componente
epitelia, ha tendéncia de uma coloracdo mais rapida e mais provavel do que nos tecidos

pobres em células.

Espessura do corte: Nos cortes finos, logicamente, ndo havera uma sobrecol oracéo
COMO NOS cortes grossos, mas também ndo existem técnicas que exigem um corte grosso
para evidenciar elementos tissulares, por exemplo, reticulina e fibras elésticas. Para uma

boa técnica nuclear, os cortes grossos ndo trariam beneficio algum.

Tempo de fixacdo e qualidade do fixador: De relevante importancia, a cada
coloragdo corresponde um fixador adequado, por isso a permanéncia prolongada de
material num fixador oxidante retira parcialmente a apetencia tintorial a certos corantes.
Quando formos utilizar corantes anilicos, temos que observar que a preparacdo tenha sido
fixada por um fixador apropriado. Temos, por exemplo, se utilizarmos o liquido de
Fleming, que é dificil corar com hemateina, bons resultados com a safranina e hematoxilina

férrica. Também a permanéncia exagerada no acool diminui a colorabilidade do material.

Qualidade do corante: Sempre gue comecarmos uma nova coloracdo temos que
investigar a procedéncia do corante, bem como a marca. Existem muitos produtos, dentre
0s quais achamos os de boa e os de ma qualidade. O grau de perfeita purificacdo é de
relevante importancia nos bons resultados da técnica. Um dos maiores problemas é a ma
qualidade dos corantes. Poucas marcas relinem as perfeitas condi¢des de purificacdo e

estudos demonstram que muitos corantes tinham misturas como sais ou dextrina.



A formaidea de melhorar a qualidade do corante € diluir a quantidade a ser utilizada
com dacool absoluto, misturar bem, e deixar evaporar. Uma vez evaporado o liquido, o
material que ficou seco serd utilizado para a mistura definitiva.

Outra maneira de observar se 0 produto é puro ou ndo € obter 0 maximo de

informacdes a seu respeito, como as citadas a seguir:

- Nome

- Composicao quimica

- Massa molar

- Descricéo (liquido ou po)

- Utilidades (Ex: histotecnologia, citologia, farmacologia)
- Certificado de pureza

- Verificar o aspecto e uniformidade e, principal mente, a umidade.

Qualidade da &gua destiladaitemos que levar em consideragdo que a &gua a ser
utilizada no preparo das solugdes corantes ou para lavar 1aminas deve ser pua e bésica
N&o deve ficar turva na presenca de Nitrato de Prata nem vermelha com a fenolftaleina.

Quimica da coloragéo: geralmente os tecidos se colorem no minimo por dois tipos de
corantes em forma sequencial, primeiro o basico e depois o0 acido. Os tecidos corados
béasi cos sd denominados basofilos e os com &cido sdo os acidofilos.

A grande maioria dos basofilos unemse as cores azul e purpura e os acidofilos as
roseas. Devido a isso, com uma coloragdo de hematoxilina e eosina teremos o primeiro
basofilo e o segundo aciddfilo.

E muito diversificada a quantidade de corantes que dispomos no mercado. Porém, sio
poucos os utilizados de forma corriqueira, ja que as propriedades corantes da maioria deles
sdo similares, salvo peguenas diferencas na cor.

Tendo como base a classificagdo dos corantes anilicos feita por EHRLICH, do ponto
de vista dos quimicos, teremos.

Acidocromos: tem como principio corante &cido, por exemplo Eritrosina, Vermelho

Congo, Light Green S.F., Fucsina, Fucsina Acida.



Basocromos. sdo formados por uma base corante e um &cido indiferente, por exemplo
Pardo de Bismark, Tionina, Azul de Toluidina.

Anfocromos ou Neutros: resultam da uni&o de uma base corante e um écido corante

A metacromasia deve-se ao fato de que certos elementos captam as moléculas livres

da base corante, formadas por hidrdlise nas solugdes aquosas.

Em rotina o método utilizado é do H.E (hematoxilina e eosing). Ele é composto da
retirada de parafina da lamina, ou melhor, desparafinizacdo com posterior hidratacéo. Para
isso deverd passar por uma série de xilois, dcoois e dgua destilada, que € a bateria mais
usada, dando-se a seguir o corante nuclear. Este devera ser escolhido de acordo com as
necessidades; se progressivo basta lavar bem em agua, se regressivo diferencia —se e lava-
se bem, esta lavagem ou viragem consiste em oxidar o corante na cor desgjada. O corante
de contraste devera obeceder ap seu preparo.

Por exemplo, se for alcodlico, passar em acool antes de entrar no corante, apds este
estégio os cortes sofrerdo um processo de desidratacdo que € o inverso da desparafinizacéo
sendo que ao chegar ao xilol sofrera o processo de montagem. Esta sera feita pela adicdo
de uma laminula sobre o corte, tendo como intermediario (lamina/Laminula) uma
substancia nd muito viscosa, portanto fluida que permitird o corte ser examinado com uma
transparéncia total, sem desvio dos raios luminosos. Habitualmente usa-secom

intermediario o balsamo do Canadd, o Entellan, e as resinas sintéticas, etc.

-Preparacéo dos Corantes

Hematoxilina de Harris.

-1g e, de hematoxilina
- 10ml ........ de acool absoluto
-20g .o de aimen de potéssio

- 200ml ......de &gua destilada
-059........ de 6xido de mercurio amarelo.
Dissolver 0 alimen na &gua com o auxilio de calor , e a hematoxilina no acool.

Juntar as duas solucdes no calor (usa-se o erflenmeyer no fogdo) e quando a solucdo estiver



em ebulicdo adiciona-se 0xido de mercurio. Esfrie o recipiente com agua fria abundante.

Filtrar antes do uso e adicionar algumas gotas de &cido acético glacial.

Eosna

Solucéo Estoque.

- 10g .......... EosinaY
-25ml ........ Agua Destilada
-475m ......Alcool Etilico

Eosina Solucédo de Trabalho
-50ml ......... Eosina solucéo estoque
-150ml .......Alcool 95%

-4ml ... Acido Acético Glacial

-200ml .......Agua Destilada.
Se gquando passou pela Hematoxilina e ficou muito corada a lamina usamos o alcool

&cido para descorar um pouco. ( Coloracao regressiva)

-Alcool Acido

-0,5ml .......... Acido Cloridrico concentrado

-99,5ml ........ Alcool 70%

Lavar rdpidamente e observar no dlcool acido e apds agua corrente.

Depois levar até a gua de Amonia.

-Agua de Aménia.
Iml Hidréxido de Ambnio 28°
-100m ........ Agua Destilada

Logo apds lavar um pouco em agua corrente e seguir a coloracdo normal

Tricrémico de Goldner.

Goldner A
-0,29 Ponceu de Xilideno
-0,10....uenn. Fucsina Acida



Solugdo de Acido Fosfottinsgtico a 5 %

Goldner B
0,2mg........... Light- green SF, ou Verde Luz.
100mi........... Agua destilada Acéticaa 0,2 %

Solucdo Agua Destilada Acética a 0,2 %
Usada para fazer répidas lavadas entre os corantes Goldner A e B e o Acido

Fosfotungstico.

COLORACOES ESPECIAIS.

Picrosirus. ( Resina)

-100Ml.covoreeerenee, Sol. Saturada de Ac.Picrico

L0156 [ R Sirus Red F3Ba

-Corar por 45 min, em estufa a 60° na solugdo Picrosirus.
-Lavar em &gua destilada

-Hematoxilina por 2 minutos, secar e montar
-Resultados, Vermelho- Fibras colégenas:

Amarelo- Fibras elasticas, musculares,epitélio,hemaceas

Tricromicode Mallory ( Parafina)

Solugdo A

Fucsina Acida.......oooveveeeeeeeernns 0,59
AguaDestilada...........ccoecvveurennne. 100ml
Solucéo B

Azul de Anilina solvel em agua..0,5g
Orange G......coocevvvenieienecneeseee 29
Acido Fosfotungstico...................... 1g
AguaDestilada............cccovevrrvrenenee. 100m
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Técnica.

Desparafinar ,hidratar,corar na Hematoxilina e lavar em &gua corrente.

Corar na Sol. A por 5min.

Escorrer e passar diretamente paraa Sol. B de 10 a 30 min.

Lavar em 3 banhos de dcool a 95%

Clarificar e montar.

Resultado; nucleo roxo, fibras coldgenas em azul, citoplasma réseo e hemaceas em

amarelo.

Tricrémico de Gomori (Tecido Conjuntivo)

Fixador; Formalina Neutra Tamponada

Solucdo Tricrémica.

Cromotropo 2R 0,69
Verde Luz, SF 0,39
Ac. Fosfotungstico 0,89
Agua Destilada 100ml

Solucdo de Agua Acetificada a 0,5%

Acido Acético Glacial 0,5ml

Agua Destilada 100ml
Desparafinar, e hidratar os cortes

Corar pela hematoxilina férrica de Weigert 10min.
Lavar em &gua corrente

Solugo Tricromicapor 15 a 20min.

Agua acetificada por 2min.

Lavar em &gua Destilada

Desidratar em 2 dcoois 95% rapidamente
Clarificar, e montar.

Resultados;

Vermelho; fibras musculares; verde colageno, azul a negro nucleos.



OBS.:
- Depois de pronta a l1&mina com a laminula, se esta estiver com residuos de enteld ou
bal samo passa-se um bom bril seco que esta fica em perfeitas condigoes.
. Agua sanitéria: se ficar residuos de coloragio na lamina ap6s colocarmos a laminula,

colocamos em um rapido mergulho neste produto que retirara a coloragdo excedente.

DESCALCIFICACAO

Para que se possa examinar o tecido 0sseo ou tecido com &reas de descalcificagéo,
deve-se antes de processar, fixar, incluir, e cortar o material.

A descalcificaggo do tecido 6sseo baseia-se na propriedade dos minerais contidos nos
0ss0s tornarem-se sollveis em acidos diluidos. Qualquer acido capaz de fornecer sais de
calcio solUveis em agua, podera ser utilizado no processo.

Os 0ssos ou outros materiais calcificados devem ser cortados em pequenos pedacos
(cerca de 4 mm) com serra adequada, antes da fixagcdo, pois quanto menor o tamanho mais
rapido serd a descalcificacdo. SO depois de completada a fixacdo é que se coloca a
solucéo descalcificadora,

Como agentes descalcificadores sGo empregados geralmente os acidos. nitrico,
formico, tricloracético, cloridrico, picrico, sulfossaliciclico, EDTA, etc. O acido nitrico
possui uma acdo duas vezes mais rapida do que o acido formico, mas este Ultimo preserva
melhor o tecido para a coloracdo posterior. A Dulcia Ténica € um agente descalcificador
muito usado na patologia, a qual € encontrada no mercado como um liquido para
permanente de cabelo (da marca Lored) que no laboratério serve como agente
descalcificador de unha e gjuda no amolecimento de blocos duros.

O Bouin, EDTA e &cido nitrico 1% sdo geralmente usados na descalcificagdo de

medula 6ssea. Quando usado o &cido nitrico deixa-se 0 material neste por 12 horas, em
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seguida neutraliza-se com sulfato de sddio 4% em 30 minutos, depois lava-se (rgpido) e
coloca-se em acool com glicerina por 1 hora o processo normal.

Durante o processo de descalcificagdo, vai-se formando o acido fosforico. Este acido
tem um ph em torno de 6 a 7. Enquanto o calcio esta sendo removido, o acido fosfoérico
formado torna a solucéo descalcificadora em uma solucéo tampédo. Com este ph ele faz com
gue a solucdo mantenha suas propriedades e ndo danifique as estruturas celulares do tecido
EXPOoSto aon processo.

Tao logo o célcio sgja removido o ph se atera e por conseguinte comeca a alterar as
propriedades corantes na solucéo, os nucleos perdem 10% de suas propriedades corantes.
Chama-se a esta alteracdo de “destruicdo da basofila nucler”.

O importante, no processo de descalcificagdo € fazer com que o “gés carbbnico” que
também é produzido, seja removido. Por isso a solucédo deve ser agitada regularmente. A
agitacdo ou movimento do liquido, ou da peca, e também a descalcificacdo a vacuo sdo
extremamente Uteis para acelerar o0 processo de descalcificacdo. Porém muitos autores ndo
recomendam o uso do processo de vacuo.

O liguido descalcificador deve ser renovado freqlentemente e a solugdo
descalcificadora ndo deve ser saturada para que se obtenha a descalcificacdo no menor
espaco de tempo possivel. O volume do descalcificador deve ser no minimo 40 vezes maior
do que o volume da peca.

Segundo alguns autores ndo é recomendavel aquecer a solugdo descalcificadora. Caso se
agueca, ndo deve ultrapassar a 37 C. Quando se aguece a solucao ndo se acelera 0 processo
e sim acelerase a formagdo de gas carbdnico e as proteinas presentes no tecido podem
sofrer deformac&o. Porém outros autores afirmam que se a descalcificagdo for feita na
estufa a 37 C, por 1 hora e logo apds forem feitas trocas periddicas de 2 em 2 horas e
emblocados no maximo em 24 horas, 0 processo descalcificador é acel erado.

O &ido usado, deve ser completamente removido do tecido depois de finda a
descalcificacdo, pelalavagem abundante e cuidadosa em agua corrente ou acool, conforme
0 descalcificador empregado. Esta lavagem deve ter no minimo a duracdo de 4 horas
(quando se usa &cido formico com citrato de sodio) até 24 horas. N&o existe uma solugdo
descalcificadora ideal, a Unica diferenca entre as varias solucfes, € que umas agem mais

rapido do que as outras. Tudo depende do tempo em que se retira 0 material dessa solucéo.



Conforme alguns autores ndo é recomendado lavar a peca que acabou de ser descalcificada,
jaoutros indicam que deve se colocar no sulfato de sodio.

Eventualmente uma area de calcificagcdo podera ser encontrada e, tecido incluidos no
momento do corte pelo micrétomo. Neste caso é melhor mergulhar o bloco no
descalcificador por aproximadamente 1 hora, tempo suficiente para descalcificar o tecido
necessario para o exame. Esta medida é menos prejudicia ao tecido do que inverter o
processo. Mas vale salientar que 0 processo somente € eficaz para a preservagdo do tecido
0SSe0.

No final, quando ja se tem alamina pronta, se for detectado um borr&o na basofilia, motivo
fixagdo, para que se recupere esta lamina (coloragao), corta-se novamente e fazse a fase
inicial até a agua destilada. Depois trata-se essa lamina com écido periddico a 0,5% por 20
minutos e segue-se normal mente a col oracao.

Quando nota-se que a lamina ficou opaca € bom utilizar solucéo de iodo alcodlico.

O tecido d6sseo é um material comum no laboratdrio; seu preparo exige muito cuidado. A
principio, ele é fixado e depois descalcificado: utiliza-se vérios descalcificadores como
&cido tricloracético, &cido ritrico e outros. Devemos tomar muito cuidado, o excesso de
descalcificacdo prolongada, destréi a basofilia dos tecidos, consequentemente a coloracéo €
ruime dificulta a interpretacdo do diagnostico. Quando isto ocorrer, devemos fazer um
tratamento com &cido periddico a 0,5% por uma hora, depois corar pelo método desejado.
Este método melhora a coloracéo.

A descalcificacdo da medula Gssea pode ser realizada com acido nitrico a 1% em overnight.
Este processo réo prejudica as estruturas celulares. Apos a descalcificagdo da medula e de
outros tecidos 6sseos, devemos neutralizé-los utilizando carbonato de ccio a 4% por 15
minutos, depois lavé-1os bem por 30 minutos em agua corrente. A lavagem réo deve ser em
excesso. A diafanizacdo dos ossos também deve ser menor que outros tecidos, a

permaréncia por muito tempo no Xilol provoca endurecimento excessivo.
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DESCAL CIFICACAQO DE OSSO

Procedimento:

-Deixar de molho na &gua ou colocar 0 material que se queira estudar enterrado (por alguns
dias);

-Deixar descalcificar por 72 horas (dependendo de descal cificador);

-Lavar em &gua corrente pelo menos 12 horas (facultativo);

-Colocar no fixador (a escolha) e dar continuidade no processo.

DESCAL CIFICACAO DE DENTE

Deixar no écido férmico 50% e citrato de sodio 20% por aproximadamente 90 dias.

DESCALCIFICADORES

-Acido nitrico (HNOs):

Vérios autores enaltecem as propriedades do acido nitrico como descalcificador. Ele ndo
causa o entumecimento dos tecidos, e as melhores coloracdes (mais nitidas) so obtidas em

cortes de materiais por ele descalcificados, provavelmente devido ao seu elevado potencial

de oxidacéo.
Acido nitrico a 5:

*&cido Nitrico CONCENLIATO........cceeririerierieiee e 5ml
*aguadestilaga.........cooceeieii i 95ml

Colocar os fragmentos fixados no descalcificador, trocando a solucdo diariamente. Apés a
descalcificacdo lavar em &gua corrente por 30 minutos e em seguida neutralizar em solucéo
de formalina 10% ( adicionada de carbonato de cdlcio ou magnésio em excesso) pelo
menos por 5 horas, lavando apds em agua corrente, durante a noite. Evitar descalcificacdo
excessiva

OBS: A 7,5% bom para descalcificar ossos do cranio, face e fémur.
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-Acido formico (HCOOH): E

empregado em solugdo a 5% ou acodlica, ou em mistura com o formol a 10-20%. A

descacificacdo € obtida dentro de 3 a 5 dias. Costuma-se usar também com soluces
tampdes como o citrato de sodio da melhores coloragfes que o método de descalcificagdo
com o &cido citrico.

OBS: Acido férmico a 20% é bom para descalcificar dentes que estZio no fixador ha vérios

dias.

-Acido formico — citrato de sodio:

Solugéo A:
Aguadestilada.............cooveureeresrersierenenn. 250ml
Citrato de SOdi0........c.cocvvvrerieeie e 509
Solugéo B:
Aguadestilada.............ccevuereeeeerereereeienrennns 125ml
Acido fOrmico puro..........cceeeeveeeresereeenes 125ml

No instante do uso juntar partesiguais da solucéo A e B.
Este descalcificador preserva bem a morfologia de tecido embora sgja muito lento, é

recomendados para fragmentos de tamanho pegueno.

-Acido cloridrico (HCL):

E um dos reativos mais usados para a descalcificagio. Mesmo em solugdes muito diluidas,
sua acdo € rdpida mas tem o inconveniente de causar um entumecimento apreciavel dos
tecidos. Isto, pode ser resolvido adicionando a el e tampdes, ou solucdes tampdes, como por
ex.: sulfato de sodio a 5% ou 10%, ou ainda, usé-lo diluindo em dcool combinado com

acido crémico.



-Acido tricloracético (CClsCOOH):

E geralmente usado na percentagem de 5% em mistura com o liquido fixador (formal 10%).
A lavagem subsequente deve ser feita em acool.

Acido tricloracético 5%:

*aguadestilada.........cooceeieiiiiere e 95ml

= ToiTo (o i 1o o] = = oo 5ml

OBS: O écido tricloracético a 10% em agua destilada é um bom descalcificador para
medula Gssea e 0ssos sem muita dureza (12h)..

-Bouin: Usado na descalcificag@o de 0ssos de crescimento primario.

_* &cido picrico solugdo saturada (alcoolica).........ccvvrvevrirecernenes 375ml
FFOMOI 4090......coeeieeiiee e 120ml
*ACIHO GIACIEL......oecveceeceeeceeeeeeeeee et 25ml.

Descalcificador usado no Dep. de Anatomia Patolégica do Hospital de M assachusetts e

no L.A.P. Unicamp:

EDTA, TetrasOdio.......ccceeveieeiieece e 79

Tartarato de SOdio € POtESII0......c.ccevvereeeriirieeieieieie e 80g

Tartarato de SOAI0.........ccceveereee e 1,49

ACido ClOrAIiCO.......veevreceeveceeeereeeeee e, 1200ml
Aguadestiladan.............c.oveevreereeeereeseeseeeee s 9000ml

A escolha das marcad das drogas deste descalcificador tem que ser criteriosa na
qualificagéo.

Todo tecido tem que estar fixado e recortado no tamanho correto, preferencialmente fixado
durante a noite.

Submeter o tecido ao descalcificador em no méaximo 8 horas, sendo conforme tamanho e
concentragdo de céalcio no framento o tempo pode variar de 2,4,6,8 horas ou ainda ser
necessario mais tempo, e neste caso nunca deixe o fragmento no descalcificador durante a

noite, repita a operagcdo durante o dia.



Teste os fragmentos com um alfinete ou uma lamina de bisturi, se a0 penetrar no tecido
ranger revelando texturavitrea continue o processo.

Concluindo o processo de descalcificagéo lave em agua corrente por uma hora, ndo deixe
lavando durante a noite, conserve em acool 70%

INTRODUCAO A BIOLOGIA CELULAR

A biologia celular (antiga citologia) é a parte da Biologia que estuda todas as
organelas celulares e seus componentes. Procura diferenciar as células tanto animais como

vegetais, observando também as grandes semelhangas.

Histérico

1590: Invencao dos microscépios pelos holandeses Francis e Zacarias Janssen, fabricantes
de 6culos. Seu microscopio aumentava a imagem de 10 a 30 vezes e foi usado pela primeira

vez para observar pulgas e insetos.

1665: Robert Hooke, em seu trabalho Micrografia, relatou pequenas cavidades(“ cells’) em

cortes de cortica, de onde se originou o termo célula

1674: Leeuwenhoek observou diversas estruturas unicelulares. espermatozoides de peixes,
hemécias. Um dos maiores colecionadores de lentes da época foi o primeiro a observar os
microbios.

1831: Robert Bown pesquisando células de orquideas descreveu o nlcleo celular.

1838 - 1839: Schwann emitiram a Teoria Celular: “Todos os seres vivos (animais e
vegetais) sao formedos por células’.



Tamanho e forma das células

As dimensdes das células variam de espécie, contudo a maioria tem tamanho
inferior ao do poder de resolucdo do olho humano. Em geral, as células oscilam entre 0,1
micron e 1 mm.

As células podem ser:
- Microscopicas. a absoluta maioria
- Macroscopicas. Alga Nitella, fibras de algodéo, células de urtiga, fibras de linho. Os

exemplos sd0 pouco numerosos. A forma € muito variada.

Leiscelulares

Lei da constancia do volume celular ou lei de Driesch:
“ O volume é constante para todas as células de um mesmo tecido, em todos os individuos
da mesma espécie e mesmo grau de desenvolvimento (ou sga, mesma idade)”.

De acordo com essa lei, o volume celular independe do tamanho do individuo. De
fato, analisando-se células hepéticas de um ando e de um gigante, pode-se verificar que ,
nos dois casos, 0 volume das células € 0 mesmo. Isso significa que a diferenca no tamanho
dos 6rgaos deve-se ao numero de células que, no gigante, € muito maior. A lei de Driesch

ndo se aplica as chamadas células permanentes.

Classificacao de Bizzozero

Conforme a sua duragdo no organismo, as células podem ser classificadas em:

Céulas labeis: células dotadas de ciclo vital curto. Continuamente produzidas pelo
organismo, permitem o crescimento e a renovagdo constante dos tecidos onde ocorrem.
Exemplos: globulos brancos (leucocitos), globulos vermelhos (heméacias ou eritrécitos) e
células epiteliais (revestimento).



Células estaveis. céulas dotadas de ciclo vital médico ou longo, podendo durar
meses ou anos. Produzidas durante o periodo de crescimento do organismo essas células s
voltam a ser formadas em condic¢fes excepcionais, como na regeneracdo de tecidos (uma
fratura 6ssea, por exemplo). Dentre as células estavels, podemos citar: ostedcitos (6sseas
adultas), hepatdcitos (células do figado), células pancredticas, muscular lisa, etc.

Céulas permanentes: células de ciclo vita muito longo, coincidindo, geralmente,
com o tempo de vida do individuo. Sdo produzidas apenas durante o periodo embrionario.
Na eventual morte dessas células, ndo ha reposicdo, uma vez que o individuo nasce com 0
nimero completo e necessario de suas células permanentes. Essas células simplesmente
aumentam de volume (excecdo a lei de Driesch), acompanhando o crescimento do
individuo. Como permanentes, podemos citar as células nervosas (neurdnios) e as células

muscul ares estriadas.

Observacao de cdlulas

Os instrumentos que permitem uma visualizago da célula sdo ditos microscopicos.

- Invivo: Observacdo de células em seu estado natural.

- Supravital: observacdo da célula apds tratamento com substéncias quimicas que ndo
decomponham as células, deixando-as vivas.

- Post-mortem: observacdo de células fixadas, isto é, substéncias que provocam a morte
da célula, sem perda de sua arquitetura normal.
Geralmente apos fixadas as células sdo coradas

- Corantes: Substancias portadoras de grupos quimicos coloridos, utilizados somente em

microscopia optica, que identificam determinada estrutura celular.
Principais corantes
- DNA —Feulgem
- Verde Janus Beta— mitocondrias

- Hematoxilina— centriol os, reticulo endoplasmatico

- SaisdeAg+, Os, U — complexo de Golgi
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- Reativo de Schiff — polissacarideos (técnica de PAYS)

- Sudam Il — gorduras

Virus

N&o sdo células, mas dependem delas para sua multiplicacdo. Sdo formados por

apenas um dos acidos nuclécos (DNA ou RNA). Quando fora de organismos possuem a

formade cristais (matéria bruta).

Céulas procariontes

N&o possuem envoltério nuclear nem sistema de endomembranas.

Céulas Eucariontes

Possuem carioteca e sistema de endomembranas.

Bactérias

S80 unicelulares e heterétrofos. Alguns sdo importantes no ciclo do nitrogénio e
outros sdo agentes patogénicos.

Estruturas celulares:

Membrana Plasmética - E visivel somente a0 microscopio eletrénico. Em cortes
extremamente finos, apresenta uma estrutura triplice, sendo constituida por duas faixas
densas, cada qual com aproximadamente 20 Angstrons de espessura, € uma faixa central
clara com 35 Angstrons de espessura. Elastica e lipoprotéica, atua selecionando as
substancias que entram ou saem da célula (permeabilidade seletiva), de acordo com suas
necessidades. A membrana celular também reveste estruturas celulares. carioteca,
lisossomos, complexo de Golgi, cloroplasto, mitocdndria, reticulo endoplasmatico; que sdo
formadas por membranas idénticas & membrana plasmética.

Par ede celular - Ocorre na célula vegetal e é um reforco externo, formado
geramente por celulose. Nos fungos a parede celular é formada de quitina.




Efeitos da osmose em células animais e vegetais

Glébulos vermelhos colocados em solucdo de baixa concentracdo (hipotonica)
ganham é&gua e acabam por romper a membrana plasmatica (hemdlise). Se colocada em
solucdo hipertdnica, perde agua por osmose e murcha, ficando com a superficie enrugada
ou crenada: o fendbmeno é chamado crenacéo.

As células vegetais, quando imersas em solugdes fortemente hipertbnicas, perdem
tanta agua que a membrana plasmética se afasta da parede celular, acompanhando a
reducdo do volume interno. Esse fendmeno € denominado plasmdlise e as células nesse
estado sdo chamadas de plasmolisadas. Se for mergulhada a célula em meio hipotonico, ela
volta a absorver agua, recuperando assim, a turgescéncia, fendbmeno denominado
desplasmdlise. A existéncia da parede celular geramente impede o rompimento da
membrana plasmética da célula.

Hialoplasma ou citoplasma fundamental - E um material viscoso, amorfo, no qual
estdo mergulhados os organulos. Quimicamente, 0 hialoplasma € constituido por agua e
mol éculas de proteina, formando um colide. Em observacfes ao microscéopio e etrénico, o
hialoplasma € um meio heterogéneo que apresenta filamentos, estruturas granulares e
microtUbulos. Sendo um coldide, a consisténcia do hialoplasma pode variar, passando de
gel ou bastante denso a muito fluido ou sol.

M ovimento Browniano

Micelas sdo as particulas coloidais em dimensdes entre 0,1 e 0,001um de diémetro.
Devido a choques com moléculas de &gua e a propria repulsdo provocada por cargas
elétricas idénticas, adquirem movimento desordenado, dando estabilidade ao col6ide onde
estdo contidas.

Ciclose

A ciclose € um movimento do hialoplasma, de maneira a formar uma corrente que
carrega os diversos organulos e a distribuir substancias ao longo do citoplasma. Nesse
movimento, sdo arrastados os cloroplastos para um local de maior intensidade luminosa da
célula. A ciclose pode ser bem observada no endoplasma de muitas células vegetais.

Efeito Tyndall

Fazendo-se passar um feixe de luz através do hiaoplasma, com a guda do
microscopio eletrénico, pode-se observar um desvio dos raios de luz (difracéo), devido ao
batimento dos raios nas particulas de micelas que apresentam movimento desordenado.

Cilios e Flagelos

S30 estruturas moveis encontradas tanto em unicelulares como em organismos mais
complexos. Os cilios sGo geramente curtos e numerosos, os flagelos, longos, existindo
apenas um ou poucos em cada célula. Essas formagdes vibréteis tém um papel fundamental:
permitir alocomocdo da célula ou do organismo no meio liquido. Em funcéo de sua origem
em centriolos, tais organulos apresentam, em certa extensdo do seu eixo central, nove
conjuntos de trincas de microtdbulos protéicos. Mais adiante, a0 longo de seu trajeto,
apresenta nove conjuntos de duplos microtubulos, como um par central.
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Na base do cilio ou flagelo, encontra-se a organela que lhes da origem, denominada corpo
basal ou cinetossomo (antigo centriol 0).

| munohistoquimica basica

E necessario um conhecimento basico de alguns principios de imunologia (antigeno,
anticorpo) para compreensdo mais adequada dos métodos de imunoperoxidase.

Em resumo imunohistoquimica € um conjunto de métodos de deteccéo de antigenos
em cortes histol 0gicos altamente dependente do processo de fixagao.
-Estudo poderoso para deteccéo de estruturas bioquimicas e sequéncias ao nivel celular.
-Localizagao de antigenos em células utilizando anticorpos especificos.

-O produto da reacdo é visivel ap microscopio.

Relne as seguintesdisciplinas:
O Imunologia. Estuda o sistema imune, incluindo reac8o antigeno-anticorpo.
O Histologia. Estuda células e tecidos.

O Quimica. Estuda as reagdes quimicas.

Importéncia da imunohistoquimica:

Na patol ogia a imunohistoquimica assume papel de fundamental importancia.

As neoplasias sdo neoformagdes teciduais (benignas ou malignas) que apesar de se
originarem em tecidos normais, muitas vezes perdem sua capacidade de diferencéo celular
(no caso das malignas) tornando impossivel um diagndstico morfoldgico (baseado nas
caracteristicas de forma de lesdo).

Dai a necessidade da imunohistoquimica para elucidar a origem tecidual e portanto

o diagnostico da lesdo.

Processo de coloracdo detecido utilizando anticor po.

Utiliza areacdo antigeno-anticor po para localizar um antigeno.



-Antigeno

E uma substancia estranha no organismo que estimula a formag&o de um anticorpo
especifico e que reagira com este anicorpo especifico.

O termo antigeno se da a qualquer molécula que possa ser reconhecida pelos
elementos do sistema imune adaptativo, quer dizer, células T, células B ou ambas.

Os antigenos 0 capazes de reagir especificamente com os anticorpos induzidos,
possuem areas restritas em sua molécula que determinam a especificidade, denominadas
determinantes antigénicos ou epitopos,

Isto quer dizer que em uma mesma molécula de antigeno podem existir varios
determinantes antigénicos e que, quando inoculada em um animal, provocara a produgéo de
vérios anticorpos com especificidade para cada um dos epitopos.

Para que uma molécula tenha a capacidade antigénica esta deve cumprir alguns
requisitos:

O Tamanho da molécula. Em geral, a molécula deve ser maior que 10 kD. Para que uma
molécula menor se torne antigénica, deve ser inoculada com moléculas adjuvantes ou
formar complexos com proteina de seu hospedeiro.

O Presenca de grupos quimicos ativos. Mesmo tendo um peso molecular adequado a
capacidade antigénica das moléculas, dependem da presenca de determinados radicais
guimicos écidos ou basicos e grupos aromaticos como anéis benzénicos.

O Estrutura conformacional do determinante antigénico. Nos antigenos protéicos é tdo
importante o tipo de aminoacido que formam a macromolécula como a sua disposi¢cao nela.
As cadeias de polipeptideos lineares sGo menos antigénicas que as cadeias ramificadas,

levando-se em conta 0 mesmo peso molecular.

-Aplicacéo do anticor po no tecido.
-Sob condicles ideais a reacdo antigeno-anticorpo acontece rapi damente.
-Se 0 antigeno esta comprometido o estado de equilibrio pode demorar para se estabelecer.

-O objetivo € adquirir uma marcagao forte sem coloragdo de fundo.
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M éodos

Direto: Emprega um anticorpo primério ja marcado com uma enzima.

Indireto: Jafoi conduzido um anticorpo secundario.

ABC: Sistemaindireto onde aumenta o sinal da reacao.

Strepto Avidina e Biotina marcados ( aplicacdo de anticorpo primario e secundario marcado
com biotina).

Polimero marcado

Método Strepto Avidina Biotina (L SAB)

3 etapas (métodos) :

O Aplicagdo do anti primério

O Aplicacdo do anti secundario marcado com biotina

O Aplicaggo da Streptavidina marcada com uma molécula de enzima

A molécula de enzima pode ser peroxidase ou fosfatase alcalina.

Vantagensda lmuno

O Morfologia preservada;

O Identifica uma Unica proteina;
O Auxilia no diagndstico;

O Pode ser considerada como outra coloragio especial no arsenal diagndstico.

LimitacOes:

Especificagbes do anticorpo

Geralmente ndo € um método quantitativo.
Método complexo, caro, trabalhoso.

Imaginagdo do histotécnico é o limite.
Histoquimica (utiliza corantes)

| dentifica os componentes quimicos das células e dos tecidos;

Utiliza corantes, tinturas que reagirdo com o tecido e o produto final é visivel.
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Coloracdo por tingimento € uma reacao quimica entre acidos (eosina) e basicos (azul de
toluiding)

I munocitoquimica (proteinas)

Torna visivel proteinas de interesse em preparacdo de tecido ou células mantendo u

contexto anatémico.

Uso de um anticorpo (proteina) para detectar um antigeno (proteina) determinada no tecido.
Deve ser estabelecido uma forma de ligacéo para formar um complexo estével entre

aproteina e o anticorpo.

I munocitoquimica, o que é necessario:

Bom anticorpo

Antigeno Condicdes quimicas de fixagdo do tecido.

Preservar o antigeno nalocalizacéo original, impedir sua destruicdo e preservar 0 acesso ao
anticorpo.

Sistema de deteccdo do complexo antigeno-anticorpo.

Hibridizagdo In Situ.

Histoquimica

Permite a detecgdo de moléculas de RNA ou DNA nas células de origem.
Ligacdo entre RNA/ DNA presente a uma “sonda’ externa formando um hibrido.

Deve ser estabelecido uma ligagdo para formar um complexo estavel.

Vantagens:

-Quantitativo

-Método mais avangado para entender biologia celular no contexto anatémico
-Pode detectar moléculas de RNA para célula

Limitacoes:
-Método caro, trabal hoso.
-Requer conhecimento de biologia.



-Resumo do Impacto da fixacéo e processamento

-A forma do antigeno pode ser afetado pela fixagdo. Importante: tempo da fixacao.

Fixacao:
-Preservar amorfologiatal qual o estado natural
-Preservar antigenos e seus sitios antigénicos para 0 necessario reconhecimento.

A fixac8o € um dos aspectos mais criticos da coloragdo de munohistoquimica,
portanto, as seguintes condi¢des devem ser observadas:
O As amostras do tecido n&o podem ficar completamente secas, e devem ser colocadas no
fixador o mais rgpido possivel. Esfregacos celulares devem ser fixados o mais rapidamente
possivel afim de garantir a preservacdo do antigeno.
O Pequenos blocos de tecido, de no méximo 2 cm de comprimento por 4 mm de espessura
devem ser colocados em um minimo de 200 mL de fixador. Pedacos maiores de tecido
impedirdo a penetracdo completa do fixador, o que resultard em uma coloracdo
inespecifica
O Ap6s a fixagdo, as amostras de tecido devem ser rigorosamente lavadas para eliminar
excessos de fixador que possam causar artefatos de coloragéo.
O fixador mais prético e provavelmente o melhor para diversas finalidades é a formalina

tamponada a 10 %, devido a sua caracteristica de ligagdes cruzadas.

Temperatura

-Alta: aumenta a velocidade de fixacéo e também de decomposi¢éo

-Processamento

Apos a fixagdo, as amostras de tecido devem ser desidratadas, limpas e inclusas de
acordo os procedimentos de rotina de processamento. Para se obter os melhores resultados
em imunohistoquimica, as amostras devem ser inclusas em parafina pura pois esta pode ser
completamente e facilmente removida do tecido no momento da mloragdo. O plastico
contido em alguns meios de inclusdo é frequentemente de dificil remoc&o, e pode causar

coloragdo inespecifica aém da inibicdo da coloracdo especifica. Visto que muitos



laboratorios utilizam rotineiramente meios de inclusdo que contém pléstico, certas
precaucOes devem ser tomadas:

O Se o meo de inclusio for aguecido a temperatura acima de 62 °C, os plasticos
comegardo a formar polimeros. Estes dificilmente serdo removidos do tecido, e também
podem causar danos a navalha. Consequentemerte, banhos de parafina devem ser mantidos
a uma temperatura méxima de 60 °C para impedir a polimerizagéo.

O Para auxiliar a remocd completa dos meios de inclusio, as laminas devem ser
colocadas em uma estufa a 60 °C durante 20 minutos antes da desparafinizagdo. Para

impedir a desnaturacdo do antigeno e danos a morfologia celular, a temperatura ndo deve

ultrapassar 60 °C.

O Fixago do tecido O Recuperagio antigénica

O Processamento e inclusio O Blogueio de ligages inespecificos.

O Corte e adesio do material. O Anticorpo priméario (puro ou marcado)
O Desparafinacdo

Anticorpos

E uma proteina sérica que é formada em resposta & exposi¢do de um antigeno e
reage especificamente com esse antigeno formando imunocomplexos quer no proprio
organismo ou em condicdes laboratoriais.

Anticorpos pertencem a um grupo de proteinas conhecidas como imunoglobulinas
(1g). estéo divididas em cinco classes: 1gG, IgA, IgM, IgD, IgE. Cada imunoglobulina é
composta por duas cadeias pesadas idénticas (H) e duas cadeias leves (L) idénticas (fig. 1).
As cadeias pesadas diferem em antigenicidade e propriedades estruturais determinando,
portanto, classe e subclasse das imunoglobulinas. As cadeias levessao do tipo Kappa ou
Lambda. A maioria dos anticorpos empregados em imunohistoquimica pertence a classe
IgG de imunoglobulina e apenas alguns sdo da classe IgM.

Os anticorpos sdo obtidos através da imunizagdo de animais com antigenos

especificos e podem ser classificados em poli e monoclonais.

Cada anticorpo possui sua propria estrutura



A imuno marca a proteina e a hibridizacdo em sito marca somente 0 RNA e o DNA.
Usualmente produzidos na classe 1gG.

Mais abundante

Resposta imune tardia

Is6topos inclusos: 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e 1gGA4.

CD15 é excecdo, pois é produzido com classe IgM.

I munoglobulina

Produzidos pelos linfocitos B em resposta a uma agressao.
IgG: é amaior e mais longa resposta do organismo
A resposta € encontrada no leite, na saliva, etc.

1gG expressa-se durante reacOes antigénicas.

Classes de Imunoglobulina

IgG: resposta imune secundario

IgA : encontrada nos componentes de secrecdo do leite, saliva. Secrecdo respiratéria e
intestinal

Anticorpos Policlonais. (de espécies diferentes de animais)

Antigeno sintético ou natural é infectado no coelho

Coelho produz anticorpos contra agente invasores

Linfocitos B sdo células que produzem os anticorpos 1gG e IgM

Vantagens dos policlonais
Maior sensibilidade
Mais resistentes Limitacoes

Titulos altos Impuresas



VariacOes lote a lote
Reatividade de cruzado com outros

antigenos similares

Porque utilizamos os policlonais.
Alguns policlonais apresentam melhores coloracoes.

Como exemplo o anticorpo HER2 G-ERB2 (policlonal) cora apenas a membrana
das células tumorais.

CB11 (monoclonal) cora membrana e citoplasma.

Anticor pos Monoclonais

Anticorpos monoclonais sdo produzidos,IN VITRO, por clones de células
plasméticas importalizadas. Ao contrario dos policlonais reagem apenas com uma molécula
(epitopo)presente no antigeno. podem ser produzidos em larga escaa pois a célula

imortalizada é normal menteexpandida em meio de cultura.

Vantagens dos monoclonais:

O Alta especificidades

O Baixa reatividade cruzada.

O N&o havariacio lote a lote.

O Fornecimento ilimitado.

O Alta reprodutibilidade lote a lote.

O Altamente homogéneos

Limitacoes

O Coloragdes menos intensas que com os policlonais

O Alguns podem apresentar baixa afinidade por antigenos que sofreram fixago. ( sO em
reatividade se for por congelacéo, se fixas ele ndo reconhece.).

O Os epitopos avos devem sobreviver apds a fixagdo do tecido. Em alguns casos o

antigeno pode ser identificado pelo uso de policlonais porém se o epitopo em questdo ndo
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resistiu afixacd o monoclonal ndo ira reagir. O mesmo vale para condigdes subdtimas de
fixacdo.

OO epitopo avo deve ser Unico para um determinado antigeno. Uma das maiores
vantagens do uso de anticorpos monoclonais, a especificidade, ser4 perdida caso o mesmo
epitopo estgja presente em diferentes antigenos. A reatividade cruzada de um anticorpo
policlona pode ser absorvida e evitada mas 0 mesmo ndo é possivel para o0 monoclonal.

O Existem anticorpos para parafina e para congelagéo. CD 30 existe para os dois.

Pré tratamento e identificag&o de coloracdo de fundo. (Recuperacdo antigénica)

Atualmente a panela a vapor e o banho-maria séo 0s meios mais efetivos e seguros
para a reaizacd0 e recuperacdo antigénica, uma vez que permite que o calor sga
uniformemente distribuido por todo o tecido.

Ha diferentes métodos de recuperacéo antigénica:

Digestdo enzimatica.
Apbs o corte hidratado, se utiliza atripsing, proteinase K, etc.
Aquecimento por calor.

Microondas, panela a vapor, €tc.

Digestdo enziméatica.

Vantagens:

Répida, pode ser utilizada em automacgéo

LimitacOes:
Alguns anticorpos ndo apresentam bons resultados.

Verifique o que diz a bula que acompanha o produto.

Microondas.: A vantagem que € rapido.
LimitacOes:
-Aquecimento ndo € homogénio.

-Buracos frios (no microondas ha areas que nao bate calor).



-Morfologia pode ser afetada.

Panela a vapor

Vantagens.

Protocol os padronizados.

Processamerto de muitas |[aminas simultaneamente.

Temperatura constante

LimitacOes:

Dificuldade para calibracdo.(H4 um desgaste no termostato e h& certa dificuldade em

manter a temperatura exata pelo tempo indicado).

Banho—-Maria

Vantagens: LimitacOes:
Temperatura constante. Muito tempo para atingir a temperatura
Resultados reprodutiveis. de equilibrio.

Coloracao de fundo

O que ¢é vedadero e o que é faso
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I munoglobubinas Enddgenas.
Pode ser reconhecida pela coloracdo inespeifica de vasos e células plasméticas.
Desaparece quando o anticorpo secundério

Recuperacéo antigénica pode aumentar a coloragéo de fundo.

Coloragdestricromicas

OpH (1,5 - 3,0) aumenta a afinidade dos corantes &cidos pelo colégeno.

O E importante observar a égua destilada (melhor a dgua deionizada).

O Na coloracgo quando for fixado na formaleina, chegando na gua destilada deixar 1 hora
no &cido picrico solucéo saturado.

O Todo o corante levado na estufa que se desprega no se usa mais.

O Na hematoxilina (bésica) sempre deixar um tempo maior em relacdo aos corantes &cidos.



