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PREFACIO

O Chico Trombone costumava me dizer:
— |sso eu sei fazer, dr. Luiz Fernando, aprendi com Joaquim Venancio.
E era com orgulho que se referia a seu mestre.

Vimos, portanto, que a formacdo de técnicos j& vem dos tempos de
Oswaldo. E claro que nao era institucionalizada como hoje. Eram outros

tempos.

Joaquim Venancio nasceu na fazenda Bela Vista, em Minas Gerais. Era
a fazenda da mae de Carlos Chagas, pai. Em 1916, veio trabalhar no Instituto
Oswaldo Cruz. Veio e deu certo. O dr. Lutz teria dito certa vez:

— N3o troco o Venancio por nenhum doutor de Oxford ou de

Cambridge.

Se ndo disse, pensou.

Eficiéncia nos processos de se|egéo de pessoal? Competéncia do
servico de recursos humanos? Evidentemente que ndo. Nao havia nada
disso nessa época. As coisas eram muito mais simples, e davam certo. Veio
porque era amigo do velho Carlos Chagas. Amigos de infancia. Brincaram

juntos na fazenda.

Quando Joaquim Venancio faleceu, em 27 de agosto de 1955, teve

seu necrolégio publicado na Revista Brasileira de Biologia. Lugar de ne-
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crolégio de cientista famoso. Cito textual: “Joaquim Venancio conseguiu,
durante cerca de 35 anos que trabalhou ativamente, aprender zoo|ogia
que conhecia de modo invejével. Como decorréncia das contingéncias da
vida, ndo teve oportunidade de instruir-se, mas sua mentalidade era de um
homem culto. Pela convivéncia com o dr. Lutz, pela observacio direta do
que via nas excursdes e no laboratério, adquiriu conhecimento detalhado
de vérios grupos zoolégicos, principalmente anfibios, moluscos fluviais e
trematédeos. Chegou a conhecer muito bem os anfibios e, com grande
facilidade, os classificava nas excursdes pela voz. Dadas as indicacoes feitas
pelo dr. Lutz em seus trabalhos, hd casos em que foi citado na literatura

como colaborador direto”.

Joaquim Venancio era, sem dévida, um naturalista. Era competente,
tinha o dominio do oficio, a maestria da arte.

E gostava de ensinar. Ensinou muita gente.

Certa vez, o Venancinho me disse:

— Era a Escola do Venancio, né? Foi muito boa, né?

* * *

Na presidéncia de Sergio Arouca, resolvemos atualizar a “Escola de
Venancio”. E foi assim que surgiu a Escola Politécnica, com o nome do seu
patrono. Cresceu e abriu vérias frentes, desde a vocacdo cientifica aos
cursos de nivel médio complementados pela formagéo de técnicos. Foi um
éxito, como a antiga. Aparece sempre nos primeiros lugares nas ava|iagées

e ja se estendeu a outras instituicSes.

* * *

E agora surgem os livros didéaticos. Organizado por Etelcia Moraes
Molinaro, Luzia Fatima Gonga|ves Caputo e Maria Regina Reis Amendoeira,

vem 4 luz a colecdo Conceitos e Métodos para a Formacao de Técnicos
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em Laboratérios de Sadde, reunindo professores de vérias unidades da

Fiocruz.

Os capitulos oferecem a histéria da técnica, os seus fundamentos, a
maneira moderna de realizé-la, as suas aplicacdes, a organizacdo do labora-

tério etc.

E atil para 0s cursos da Fundagéo e para outros externos. Mostra,
também, o quanto as unidades da Fiocruz estdo integradas na rea|izagéo de

suas tarefas.
Ensino ¢ questdo primordial. Sem ele, o pafs ndo se desenvolve.

Esté de parabéns a Fiocruz pela rea|izagéo de mais uma tarefa de

primordial importancia.

OSWGldO CI’UZ estd orgu|hoso CIOS seus continuadores.

Luiz Fernando Ferreira
Pesquisador Emérito da Fundagdo Oswaldo Cruz






Apresentacdo

A coletanea de livros intitulada Conceitos e Métodos para a Formacao
de Profissionais em Laboratérios de Saide, organizada por Etelcia Moraes
Molinaro, Luzia Fatima Gongalves Caputo e Maria Regina Reis Amendoeira é
antes de tudo uma obra original, importante e necesséria. Original porque ndo
existe na literatura técnica em satde, na 4rea biomédica brasileira e internacio-
nal, pelo menos que eu saiba, algo semelhante em abrangéncia, profundidade
e se|egé'o dos temas abordados; importante pelo piblico-alvo a que se desti-
na, muito além da “Formacdo de Técnicos de Laboratérios”, abrangendo certa-
mente todos os profissionais de salide; e é necesséria porque servird como
obra de referéncia para a formacdo dos mencionados técnicos e de consulta
obrigatéria para todos os profissionais de satde que necessitem de esclareci-

mento dos aspectos técnicos ali abordados.

Versada em 5 volumes e 22 capitulos, organizados em sequéncia 6gi-
ca, desde a biosseguranca e boas praticas de laboratério, passando por todos
os fundamentos das técnicas laboratoriais, bioquimica bésica, biologia celular e
molecular, histologia e ultraestrutura, até atingir o cerne da prética laboratorial,
da imunologia & infectoparasitologia — virologia, bacteriologia, micologia,
protozoologia e helmintologia e seus vetores, com a entomologia médica e a

malacologia. Os autores que escrevem os respectivos capitulos sdo do melhor
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nivel intelectual e cientifico, com a titu|agéo de mestres, doutores e especialis-

tas, com grande experiéncia pratica nos assuntos de que tratam.

Parabenizo o Instituto Oswaldo Cruz e a Escola Politécnica Joaquim
Venancio, que patrocinaram esta obra de referéncia e que desde seus primérdios,
valorizaram a qualidade da Formagéo dos seus técnicos e com eles povoaram e
estao povoando o Brasil de Norte a Sul e de Leste a Oeste com o que temos
de melhor — os fundamentos para uma boa pesquisa. Aproveito esta oportu-
nidade para homenagear a figura de Henry Willcox, que, no inicio da década
de 1980, quando o convidei para me ajudar na coordenagdo dos cursos de
pbs-graduacdo em Biologia Parasitéria ¢ Medicina Tropical do Instituto Oswaldo
Cruz, foi o grande incentivador para criarmos paralelamente o Curso de Técni-

co em Pesquisa, do qual foi o seu primeiro coordenador.

Igualmente parabenizo as organizadoras desta coleténea e a Fiocruz como

um todo pe|o |angamento desta obra pioneira.

José Rodrigues Coura
Pesquisador Titular Emérito

Chefe do Laboratério de Doencas Parasitérias — IOC/Fiocruz



“Um sonho quase realizado”
(Oswaldo Cruz, 1872-1917)

As a|terag6es pelas quais passa o mundo com a g|oba|izagéo trazem
como consequéncia o surgimento de novos paradigmas tecnoldgicos, fazen-
do-se necessério que o ensino da 4rea da saide atenda as exigéncias do

mundo moderno, do trabalho e do atual perFi| do técnico da érea.

Os cursos para a formacdo de técnicos da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) buscam demonstrar os principios cientificos envolvidos com as técni-
cas laboratoriais, preparando os alunos para as transFormagées no mundo do
trabalho em sadde, decorrentes do desenvolvimento tecnolégico e cientifico.
Neste contexto, duas unidades técnicas cientificas desta instituicdo, o Ins-
tituto Oswaldo Cruz (I0OC) e a Escola Politécnica de Satde Joaquim Venancio
(EPSJV), historicamente sdo as responsaveis por coordenarem cursos e espe-
cia|izagées técnicas que se firmaram como modelos desses principios. Essas
unidades, na 4rea de ensino técnico, sempre estiveram intrinsecamente |igao|as,
e os professores realizam permanente parecerias entre si. Muitos de nds,

egressos desses cursos, sdo hoje docentes e autores desta colegdo.

Além da Formagéo técnica de profissionais em nivel regional e nacional,
intensificou-se, na Fiocruz, a demanda para o estabelecimento de cooperagoes

técnicas internacionais, que por sua expertise e capacidade de produzir, pas-
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sou a divulgar conhecimentos, elaborando cursos, metodologias e tecnologias
educacionais. A Escola Politécnica é Centro Colaborador da Organizacao
Mundial da Satde (OMS) para a educagéo de técnicos em salide desde
2004.

A ideia da pub|icagéo dessa co|egéo surgiu da necessidade conjunta das
duas Unidades da Fiocruz de produzir material didatico, que atendesse aos
alunos dos cursos de nivel técnico em Satide da Fiocruz e de outros locais. Desse
modo, o nosso principal desafio ¢ oferecer contetido que abarque toda a érea
técnica de satde utilizada nos principais cursos de nivel médio, e que, ao

mesmo tempo, possa manter-se suficientemente atualizado.

Dada a comp|exidao|e da estrutura instrumental e pedagégica dos cursos
técnicos, se fez necesséria a publicagio de uma colegdo, escolhendo-se tépi-
cos de importancia bésica. Para tanto, foram convidados pesquisadores/profes-
sores com experiéncia em ensino de cursos de nivel técnico e de destacado
conhecimento nos temas abordados nos 22 capitulos, que constituem os 5

volumes da colegdo.

A colecdo Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em
Laboratérios de Satide tem como objetivo integrar conhecimentos teéricos e
préticos, proporcionando ao aluno inFormagées que possibilitem uma perma-
nente reflexdo de seu pape| como agente transformador dos processos e
atividades de ensino, pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnolégico. Ou-
tro objetivo inconteste destes livros é servir para professores, como norteadores

da definicdo curricular de seus cursos.

Visando garantir a autonomia dos autores, e respectivas responsa-
bilidades, foi mantida a Formatagéo origina| dos textos, inclusive as fotos,
figuras, diagramas. Podem ocorrer também algumas repeticoes de contetdo
em alguns capitulos, mas, a nosso ver, a retirada de partes de capitulos j4

abordadas poderia descontextualizar o texto.
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O pontapé inicial deste sonho sé foi possivel pelo incondicional apoio
dado pelo professor André Paulo da Silva Malhao, pela dra. Isabel Brasil
Pereira, pessoa-chave desencadeadora do processo, e pela dra. Tania
Cremonini de Aratjo Jorge, que apoiaram e incentivaram institucionalmente
este projeto. Agradecemos especia|mente aos autores que abragaram este
trabalho com muito entusiasmo e que possibilitaram a sua concretizacao. E
um carinho especial para Josane Ferreira Filho pela organizacao paciente de

nossas reunides e textos, com a gratiddo das organizadoras e autores.

Agradecemos em especial aos renomados cientistas eméritos da
Fundacdo Oswaldo Cruz, doutores Luiz Fernando Ferreira — patrono
da EPSJV — e José Rodrigues Coura, que nos deram a honra de apre-

sentar esta colecdo.

Esperamos, assim, contribuir para a sistematizacdo do conhecimento
dos leitores sobre os diversos tépicos abordados em cada capitulo, apre-
sentando cada assunto de forma didética e sintética, recomendando a con-
sulta & literatura especializada sempre que houver necessidade de

aprofundamento do conhecimento em determinados temas.

Etelcia Moraes Molinaro
Luzia Fatima Gongalves Caputo
Maria Regina Reis Amendoeira

Organizadoras






Capitulo 1
Biologia celular e ultraestrutura

He|ene Santos Barbosa

Suzana Cérte-Real

1. Histérico

Citologia, ou biologia celular, é a ciéncia que estuda os vérios sistemas
celulares, a maneira como as células sdo reguladas e a compreensao do funcio-
namento de suas estruturas. A construcdo dos microscépios Spticos foi um
passo decisivo para a descoberta das células, e acredita-se que o primeiro
tenha sido inventado em 1592, por Jeiniere da Cruz e seu pai, Zacharias
Jansen, dois holandeses fabricantes de 6culos. Tudo indica, porém, que o
primeiro a fazer observacdes microscépicas de materiais biolégicos foi o holan-
dés Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723). O microscépio simples com
apenas uma lente, construido por Leeuwenhoek, foi aprimorado por Robert

Hooke em 1665, ganhando mais uma lente.

A partir dos estudos de Hooke em biologia, publicados em um livro
intitulado Mlicrographia (1665), que analisou cortes finos de cortica obtidos
da casca do sobreiro, verificou que estes eram constituidos por pequenas
cavidades poliédricas (no latim, cella), as quais foram denominadas células.

Estes compartimentos representavam as paredes das células vegetais mortas. Em
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1838, o botanico alemdo Matthias Schleiden descreveu que a célula era a
unidade bésica de todas as plantas e, mais tarde, em 1839, o zodlogo alemao
Theodor Schwann chegou & mesma conclusdo para os animais. Com base
nestes conhecimentos, elaborou-se a teoria celular que foi proposta por Schleiden
e Schwann. Posteriormente, a associacdo de técnicas de coloracio e de

citoquimica foi capaz de revelar as estruturas e a fisiologia das células.

O grande avanco no conhecimento da biologia celular, sem divida, foi
a invencdo dos microscépios eletronicos em 1931, por dois engenheiros
alemaes — Ernst Ruska e Max Knoll —, o que possibilitou a visua|izagéo das

organe|as ce|u|ares em grande deta|he‘

A célula ¢ uma unidade funcional que estabelece interacdo entre seus
componentes, sob o aspecto fisiolégico, biossintético e reprodutivo. A dina-
mica celular para a manutencdo da vida ¢ regida por um processo de
automanutencdo, que compreende a modificacdo de estruturas, a substituicio
de componentes, de tal forma articulada que garanta a sua organizacao estrutu-

ral e funcional.

2. Células procariéticas e eucariéticas

A divergéncia entre procariontes e eucariontes deve ter ocorrido apés
serem estabelecidos os mecanismos de replicacdo e transcricgo do écido
desoxirribonucleico (DNA), a tradugéo, o sistema de cédons e os metabolis-
mos energéticos e biossintéticos. O principal critério de distincdo entre estes
grupos ¢ a sua organizacdo celular. As células procariéticas (do latim pro-
primeiro e cario-nicleo) sdo relativamente simples e se caracterizam por ndo
apresentarem membrana, segmentando os acidos nucleicos DNA) e ribonucleicos
(ARN) do citoplasma. Além disso, algumas destas células apresentam uma
membrana plasmética circundada externamente pela parede celular. As células
eucaridticas (do latim eu-verdadeiro e cario-niicleo) constituem o tipo celular
da constituicao dos fungos, protozoérios, animais e plantas. Estruturalmente,

sao células mais complexas, ricas em membranas que formam compartimentos,
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ou seja, uma divisdo de Fungées metabélicas entre as organelas citoplasméticas
e o nlcleo, circundado pelo envoltério nuclear, onde esté contido todo seu
material genético. Para os eucariontes, a compartimentalizacio de atividades
celulares em organelas circundadas por membranas fosfolipidicas foi decisiva

para a homeostase ce|u|ar.

Os componentes das células eucaridticas (Figura 1) compreendem: a mem-
brana citoplasmatica, o citoplasma, o nicleo, o reticulo endoplasmatico, o comple-
xo de Go|gi, os lisossomos, as mitocréndrias, os pperoxissomos, as inclusdes |ip|’o|icas,
o g|icogénio, o citoesque|eto, 0s centr|'o|os, O centrossomo, os c|orop|astos (en-
contrados em vegetais) ea parede ce|u|ar, sendo esta dltima encontrada em Fungos
e vegetais. As caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas das principais estruturas

encontradas nas células eucariticas serdo apresentadas a seguir.

Figura1. Célula eucariética mostrando membrana plasmética, nicleo (N) e organelas.

2.1. Membrana celular

A membrana plasmética ou celular atua na manutencdo de microambientes,
formando uma barreira que impede o contelido celular de escapar e se misturar

com o meio circundante. Esta membrana confere individualidade a cada célula,
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definindo os meios intra e extracelulares. Além desta funcdo, a membrana
plasmatica é o primeiro contato entre esses meios, traduzindo informacées para
o interior da célula e permitindo que ela responda a estimulos externos que
podem influenciar nas suas Fungées bioldgicas, participando decisivamente das

interacdes célula — célula e célula — matriz extracelular.

A membrana plasmética e a membrana das diferentes organelas celulares
medem cerca de 7 a 10 Um de espessura e sdo visiveis somente ao microsc-
pio eletrdnico. Trata-se de uma estrutura trilaminar constituida de duas camadas
eletrondensas (escuras) e uma camada eletronlicida (clara) central. Molecularmente
sdo formadas por uma bicamada fluida de fosfolipidios (fosfoglicerideos e
esfingolipidios) e colesterol, onde estdo inseridas moléculas de proteinas. A
membrana plasmética ndo é uma estrutura estatica, os lipidios movem-se pro-

porcionando fluidez & membrana.

Esquema mostrando a bicamada da membrana plasmética:

Figura 2. A membrana plasmatica é formada por moléculas de lipideos (fosfoglicerideos
e esfingolipideos), colesterol, proteinas periféricas (localizadas somente em uma das
camadas dos fosfolipideos) e as transmembranares (localizadas nas duas camadas
dos fosfolipideos, ligando o meio extracelular ao citoplasma). A cadeia de peque-
nas moléculas verdes representa os carboidratos localizados somente no lado exter-
no da membrana plasmatica.

Frometrm Ferieric s

(=t
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Os carboidratos presentes nesta estrutura, como, por exemp|o, g|icose,
manose, fucose e galactose, estdo ligados as proteinas, formando as glicoproteinas;
ou aos lipidios, resultando nos glicolipidios e nos glicoesfingolipidios. Estes
carboidratos estdo presentes apenas na face externa da membrana e forne-

cem identidade & célula.

A membrana apresenta uma propriedade imprescindivel para manu-
tencdo da viabilidade celular, que é a permeabilidade seletiva, controlando
a entrada e a saida de substancias da célula. A passagem de moléculas polares

maiores e os ions requer canais, formados por proteinas transmembranares.
O transporte de moléculas para o interior das células pode ser:

a) transporte passivo — por difusdo ou por osmose, quando nao envol-
ve o consumo de energia do sistema, sendo utilizada apenas a energia
cinética das moléculas. Sendo assim, a movimentacdo dos fons e molé-
culas dé-se a favor do gradiente de concentragao (do meio hiperténico
para o meio hipoténico). A difusdo pode ser auxiliada por enzimas
(difusdo facilitada) ou pode nio ter participacao de nenhuma delas
(difusdo simples). A difusdo simples ocorre quando moléculas hidrofébicas
pequenas e polares, como OQ, COQ, NQ e Cé Hé, passam pela

membrana sem serem b|oqueac|as;

b) transporte ativo — ¢ quando o transporte das moléculas envolve a
uti|izagéo de energia pelo sistema, na forma de adenosina trifosfato
(ATP). A movimentacdo das substancias se d& contra o gradiente de
concentracdo, ou seja, do meio hipoténico para o hipertdnico, como,
por exemplo, a bomba de sédio e potéssio, que tem funcio de manter

o potencial eletroquimico das células.

Entretanto, partl'cu|as maiores ndo conseguem atravessar a membrana,
mas podem ser incorporadas & célula pela prépria estrutura da membrana
celular, ocorrendo, assim, a formacdo de vesiculas. A este processo, no qual a
membrana celular envolve particulas ou fluido do exterior, dé-se o nome de

endocitose. Ele ocorre por dois mecanismos:
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a) fagocitose — quando ocorre a captacao de moléculas maiores, parti-
culas ou microrganismos. Neste processo, a particula a ser ingerida toca

na membrana celular, formando projecoes chamadas de filopédios;

b) pinocitose — processo utilizado pela célula para englobar porcoes
de fluidos extracelulares e pequenas moléculas. Neste caso, a mem-
brana sofre um processo de invaginacdo, ocorrendo a formagio de
pequenas vesiculas. Estas sdo direcionadas para o citoplasma para que
ocorra a absorcdo dos nutrientes. Por outro lado, para eliminar subs-
tancias residuais, a célula utiliza o processo de exocitose, no qual uma
vesicula, vinda do citoplasma contendo material que deve ser elimina-
do, se funde & membrana plasmatica, lancando o seu contetido no

meio extracelular.

2.1.1. Especializacbes da membrana plasmatica

A comunicagio e a coesdo entre as células sdo estabelecidas por meio

das membranas, formando trés classes funcionais de jungoes celulares:

a) juncdo ancorante ou aderente — célula-célula ou célula-matriz, as
quais a forca de estresse ¢ transmitida ao citoesqueleto. Existem vérios
tipos desta juncao; destacamos, dentre eles, os desmossomas, os
hemidesmossomas e jungdes que circundam completamente as células,
atuando como uma barreira de permeabilidade e tensao;

b) juncao apertada ou oclusiva (tight junctions) — é um tipo de juncao
que liga duas células vizinhas, selando os espacos entre elas e tornando
essa regido impermedvel, ndo permitindo, assim, a passagem de peque-
nas moléculas ou fons;

c) juncdo mediada por canais proteicos — so as jungdes comunicantes
(gap junctions) que permitem a passagem de moléculas e de ions entre

duas células adjacentes.
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2.2. Citoplasma

O citoplasma, ou citossol das células eucariotas, é formado por uma
so|ugéo coloidal, viscosa e de aspecto relativamente uniforme, que contém
dgua (80%), fons diversos, amino4cidos e proteinas. No citoplasma estdo
localizados o niicleo e as organelas celulares, o reticulo endoplasmético, o
comp|exo de Go|gi, os lisossomos, as mitocéndrias, os peroxissomos e, ainda,
as inclusées lipidicas, os granulos de glicogénio e os ribossomos. Estas estrutu-
ras s3o responséveis pelas Fungées celulares, como digestao, respiracao, secre-
cdo, sintese e transporte de proteinas. No citoplasma estdo também os ele-
mentos do citoesqueleto, responséveis por vérias atividades dindmicas das célu-

las, e os centriolos, estruturas geradoras dos microtdbulos.

2.3. Ndcleo

Estrutura extremamente importante para as células eucaridticas, pois
nele estdo contidos os 4cidos nucleicos (cédigo genético), protegidos pelo
envoltério nuclear. E no seu interior que ocorre a dup|icag§o do DNA ¢ a
transcricdo dos ARNs.

O niicleo tem sua localizacdo geralmente no centro da célula e a sua
forma pode estar relacionada ao tipo celular. O envoltério nuclear é composto
por duas membranas, uma externa e outra interna, com composices proteicas
distintas, que delimitam um espaco variével que oscila entre 40 ¢ 70 pum. A
membrana interna deste envoltério se encontra associada & lamina nuclear, que,
por sua vez, esta ligada fortemente & cromatina. A membrana externa do envoltério
circunda a membrana interna e ¢ continua com a membrana do reticulo
endoplasmético (RE). Este fato faz com que o espaco existente entre as membra-
nas do envoltério seja também continuo & luz do RE. Assim como a membrana
do RE, a membrana externa do envoltério — face citop|asmética — apresenta
ribossomos aderidos que estdo envolvidos ativamente na sintese proteica. O

envoltério nuclear ¢ interrompido regularmente, formando os poros nucleares.
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Eles tém nimero e densidade bastante varidveis, dependendo do tipo celular e
estado metabélico da célula. Pelos poros, ocorre o transporte bidirecional seleti-

vo de proteinas ¢ ARNs entre o citossol e o nicleo.

No nicleo (Figura 3) de células em intérfase encontra-se a cromatina —
compactada (heterocromatina) ou frouxa (eucromatina) — composta de molécu-
las de DNA, proteinas histonicas e ndo histdnicas. As histonas, proteinas bésicas
encontradas nos eucariotos, sdo importantes componentes da estrutura da cromatina,
participando nao somente como repressoras, mas também como ativadoras na
transcricio do DNA. Por outro lado, as proteinas nao histonicas desempenham

papel estrutural e enzimético, participando da atividade génica.

No nicleo interfésico também estdo os nucléolos, cuja funcdo ¢ sintetizar
ARNs e envié-los para o citop|asma‘ Os nucléolos podem ter estrutura reticular
ou compacta e o tamanho e a forma dependem do estado funcional da célula,
variando conforme o tipo celular. Durante o ciclo celular, geralmente os nucléolos

desaparecem a partir do final da préfase, reaparecendo no final da teléfase.

A lamina nuclear est4 presente no n0c|eo, tendo pape| importante na
reorganizacdo nuclear apés o término da divisdo celular. Ela estéd ancorada as
protefnas integrais da membrana intera do envoltério nuclear e ligada forte-
mente & cromatina. E constituida por proteinas filamentosas intermediérias do

tipos A e B que se polimerizam em uma rede bidimensional.

Da estrutura do nlcleo faz parte a matriz nuc|ear, que forma uma rede
proteica fibrogranular a|icergando o nlcleo. Ela est4 associada ao DNA duran-
te os processos de dup|icagéo e regula a transcricao nos eucariotos, juntamente

com as histonas.
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Figura 3. (A) Monécitos mostrando o nlicleo ocupando grande extensdo do

citoplasma da célula; (B) célula eucariética, apresentando nicleo com poros
(setas) e mitocondrias (M).

2.4. Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmético (RE) é encontrado na maioria das células,
ocupando cerca de 10% do volume celular. E formado por uma rede de
membranas interconectadas na forma de tubos ou cisternas. Dois tipos de
reticulo endoplasmético sdo observados: liso (ou agranular) e rugoso (ou

granular), os quais apresentam caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas.

O reticulo endoplasmético liso, ou agranular, é caracterizado pela au-
séncia de ribossomos aderidos & sua membrana e apresenta-se como uma rede
de o|e|gao|os tabulos que se anastomosam entre si. As fungées desse reticulo
sdo muito variadas, dentre elas a sintese de horménios e de lipidios, a
desintoxicacdo celular — com a conversdo de substancias nocivas lipossoliveis

ou insoltveis em compostos hidrossoltveis — e o armazenamento de célcio.

O reticulo endop|asmético rugoso (Figura 4), ou granu|ar, ¢ caracteriza-
do pela presenca de polirribossomos (ribossomos e ARNm) aderidos ao lado
externo da membrana. Esta organe|a apresenta formas variadas, Frequentemente

em forma de tdbulos achatados e |ongos ou bem di|atados, podendo estar
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localizada em vérios pontos da célula ou concentrada em determinadas é4reas
do citoplasma. O RE rugoso, em parceria com os polirribossomos, tem um
importante pape| na sintese e exportacao de proteinas. As proteinas sdo captu-
radas pelo RE, por receptores presentes na sua membrana, assim que comecam a
ser sintetizadas pelo complexo de ribossomos ¢ ARNm. As proteinas sintetiza-
das podem ter dois destinos: como proteinas transmembranares ou proteinas
hidrossolaveis. As proteinas transmembranares podem permanecer na membra-
na do reticulo ou serem destinadas & membrana plasmética e & membrana de
outras organelas. Por outro lado, proteinas hidrosolaveis, quando sintetizadas,
podem ser direcionadas para o complexo de Golgi ou encaminhadas ao limen

de alguma organela e secretadas no meio extracelular.

Figura 4. Reticulo endoplasmético rugoso (RE) dilatado de fibroblasto, apre-
sentando ribossomos aderidos & membrana.

2.5. Complexo de Golgi

O complexo de Golgi, aparelho de Golgi ou simplesmente Golgi
(Figura 5) foi descrito em 1898 pelo bidlogo italiano Camilo Golgi e ¢

formado por vesiculas e tdbulos achatados empilhados e organizados, chama-
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dos de cisternas (cerca de 4 a 8 cisternas). As cisternas voltadas para o
reticulo endoplasmético sdo convexas (cisternas cis). As centrais sao denomi-
nadas cisternas medianas, e as mais préximas ao sitio de secrecdo sdo concavas
(cisternas trans). O complexo de Golgi apresenta como principais funcdes o
processamento de lipideos e proteinas (denominados de glicosilacdo, sulfatacdo
e fosforilacdo) e a separacio e o enderecamento de moléculas sintetizadas
fazendo parte da via biossintética secretora (RE — sintese; Golgi — processamento
e selecdo; vesiculas — transporte). As vias secretoras compreendem o transpor-
te de lipideos, proteinas e polissacarideos aos destinos finais e 0 empacotamento
das macromoléculas em diferentes vesiculas de transporte. Essas vesiculas trans-
portadoras direcionam proteinas/lipideos/horménios do reticulo endoplasmético
para o complexo de Golgi (face cis); o transporte de proteinas/lipideos (mo-
dificados) do complexo de Golgi para o reticulo endoplasmético (face cis) e
para a supetficie celular (face trans) e, ainda, o transporte das moléculas que

originam os lisossomos (face trans).

Figura 5. Citoplasma de célula eucaridtica apresentando complexo de Golgi
(G) com suas cisternas empi|hadas, vesiculas e mitocdndrias.
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2.6. Lisossomos

Os lisossomos sdo estruturas geralmente esféricas, delimitados por uma
membrana, que apresentam uma grande variacio no seu tamanho. Eles sdo
formados no complexo de Golgi, e em seu interior se encontram acumuladas
cerca de quarenta enzimas hidroliticas com propriedade de digerir uma grande
gama de substratos, incluindo nucleases, proteases, glicosidases, lipases,
fosfolipases e sulfatases. Estas hidrolases tém um pH 6timo entre 3 ¢ 6, e,
assim, o interior dos lisossomos ¢ 4cido. A acidificacdo ¢ realizada por bombas
de H*, que usam ATP. As suas enzimas sdo glicoproteinas provenientes do
Golgi, que saem da sua face trans em vesiculas especificas. A compartimenta|izagéo
destas enzimas impede a lise indiscriminada dos contetdos celulares. A princi-
pal Fungéo do lisossomo ¢ a digestdo intracelular, permitindo, assim, que a
célula seja capaz de degradar particulas, macromoléculas, microrganismos ou
outras células provenientes da endocitose. Além disso, os lisossomos agem na
e|iminagéo de organelas ou partes danificadas da prépria célula, por um pro-
cesso denominado autofagia. A Formagéo dos autolisossomos se inicia quan-
do uma porcdo de RE envolve uma organela que deve ser destruida, formando
uma vesicula em seu redor. Esta vesicula é posteriormente acidificada e funde-
se com um lisossomo primério, que inicia a degradagéo. Na heterofagia, os
lisossomos fundem-se com endossomos (provenientes da endocitose) ou

fagossomos (provenientes da fagocitose).

2.7. Mitocondrias

As mitocdndrias (Figura 6) estdo presentes no citoplasma das células
eucariéticas, sendo caracterizadas por uma série de propriedades morfolégicas,
bioquimicas e funcionais. Geralmente, sdo estruturas cilindricas, podendo ser
esféricas, ovoides e a|ongao|as, com aproximadamente 0,5 um de didmetro e
varios micrémetros de comprimento. Possuem grande mobilidade, localizando-
se em sitios intracelulares onde h& maior necessidade de energia, pois sua

funcdo principal é a producdo de ATP. Uma célula hepatica normal pode
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conter de 1.000 a 1.600 mitocondrias, enquanto alguns ovécitos podem
conter até 300 mil. Possuem organizacio estrutural e composicdo lipoproteica
caracteristicas, e contém um grande ndmero de enzimas e coenzimas que
participam das reagoes de transformagéo da energia celular. Esta organela é
caracterizada pela presenca de um envoltério formado por duas membranas
estrutural e funcionalmente distintas, as quais delimitam dois espacos. Existe um
espago intermembranar separando as membranas interna e externa, e um segun-
do gerado pela membrana interna, delimitando a matriz mitocondrial. A mem-
brana interna apresenta uma série de invaginagoes para o interior da mitocdndria,
gerando as cristas mitocondriais, onde estdo presentes os componentes da
cadeia respiratéria responséveis pela sintese de ATP. As mitocdndrias apresen-
tam uma molécula de DNA circular, semelhante aquelas encontradas nas bacté-
rias. Além disso, contém todo mecanismo necessério para replicacdo e transcri-
cao do DNA e tradugéo de proteinas. Entretanto, apenas uma pequena
quantidade de proteinas ¢ codificada pelo DNA mitocondrial. Com base

nessas evidéncias, surge a teoria endossimbidtica.
A mitocondria é considerada a usina da célula, uma vez que esta ¢
capaz de processar oxigénio e glicose e converté-los em energia na forma de

ATP, por meio do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria.

Figura 6. Fibroblasto: mitocéndrias apresentando a matriz mitocondrial eletrodensa,
cristas mitocondriais e a dupla membrana.
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2.8. Peroxissomos

Os peroxissomos (Figura 7) sdo organelas envolvidas por apenas
uma membrana e ndo contém DNA e nem ribossomos; todas as suas
proteinas devem ser importadas do citosol. Apresentam em seu interior um
contetdo granuloso fino e sdo geralmente arredondadas, medindo cerca
de O,5um de didmetro. No seu interior, é comum se observar a presenga
de uma porcio fortemente eletrodensa, o nucleoide. Dentre as enzimas
encontradas nos peroxissomos destacam-se a cata|ase, a urato oxidase, aD-
aminoécido oxidase e as enzimas responséveis pela beta oxidagéo dos 4cidos
graxos. Os peroxissomos assemelham-se ao reticulo endoplasmatico porque
se autorreplicam sem possuir genomas préprios. Nas células animais, os
peroxissomos participam da biossintese de precursores de glicerolipideos, do
colesterol e do dolicol. O nimero relativo de peroxissomos na célula pode
variar rapidamente em resposta as mudancas ambientais e as condicdes fisiol-
gicas. Os processos de sequestro e degradacdo dos peroxissomos sdo deno-

minados macroautofagia e microautofagia.

2.9. Inclusées lipidicas

Inclusées lipidicas (também chamadas de corpos lipidicos, gotas lipidicas
ou adipossomas) sdo organelas ricas em lipidios presentes em todos os organis-
mos, incluindo Fungos, procariotos e eucariontes. Elas variam de tamanho, tém

aspecto circular e estdo distribuidas por todo o citoplasma das células.

Os corpos lipidicos sdo circundados ndo pela classica bicamada de
membrana, mas por uma monocamada de fosfolipidios, a qual, no minimo em
algumas células, deve ter uma Gnica composicio de 4cidos graxos. O nicleo
interno dos corpos lipidicos ¢ rico em lipidios neutros, mas estudos com
leucécitos tém demonstrado que os corpos lipidicos ndo sdo simples sacos de
lipidios neutros. Considera-se atualmente que sejam organelas funcionalmente

ativas, altamente reguladas e dindmicas. Pelo uso de técnicas para identificagéo
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subcelular de Fragées enriquecidas de corpos |ip|'dicos, combinado com
imunodetecgéo de proteinas por microscopia eletrénica e de luz, tem sido
demonstrado que corpos lipidicos compartimentalizam enzimas envolvidas na
biossintese, transporte e catabolismo de lipidios, caveolina e de proteinas
envolvidas no transporte vesicular. A formacdo regulada de corpos lipidicos,
seus contetdos proteico e lipidico, e sua associacio com outras organelas
intracelulares, em algumas células especializadas, atuam na sinalizacdo e ativacao
celulares, regu|agéo do metabolismo de lipidios, trafego de membrana e con-

trole da sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios.

Figura 7. Inclusces lipidicas.

2.10. Glicogénio

O glicogénio (Figura 8) ¢ um polissacarideo constituido por subunidades
de glicose com uma ramificacdo a cada oito ou dez unidades. Ocorre interna-
mente, na forma de grandes agregados ou granulos no citoplasma. E o meio
de armazenamento mais importante nas células animais, servindo de reservatério

de glicose. Os hepatécitos sao responsaveis pela manutencdo da glicemia, ao



34 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satde

mesmo tempo em que fornecem glicogénio para outras células do organismo.
Principal fonte de energia no cérebro, os glicogénios produzidos pelos astrécitos

s3o mobilizados para atividade neuronal.

Figura 8. Glicogénio distribuido no citoplasma de célula eucariética.

2.11. Citoesqueleto

O citoesqueleto confere as células eucariéticas a manutencdo da diversi-
dade de formas, a rea|izagéo de movimentos coordenados e direcionados e
sua estruturacdo interna. Esse citoesqueleto depende de uma complexa rede
de filamentos de proteinas que se estende por todo o citop|asma, sendo
constituido por trés principais tipos de estruturas: os microtdbulos, os filamentos

intermedirios e os filamentos de actina.

Os microtibulos sao formados por subunidades: B-tubulina e a-tubulina,
as quais se associam uma as outras, conferindo-lhe assim uma forma cilindrica,
com o didmetro de 25 pm. Os microtibulos direcionam o deslocamento de
vesiculas, participam da divisdo celular com a formacdo do fuso mitético para o
deslocamento dos cromossomos e estdo presentes na manutencao da estrutura

celular e na morfologia dos cilios e flagelos.
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O:s filamentos intermediérios recebem esta denominagdo por apresenta-
rem um didmetro intermediério entre filamentos de actina e microtdbulos (10
um de didmetro). Sua composicdo ¢ proteica, formando uma rede estrutural

por toda a célula.

O:s filamentos de actina (Figura 9) estao distribuidos por todo o citoplasma
das células eucariéticas e apresentam didmetro de 5 um. Eles sdo formados por
uma proteina g|obu|ar, a actina, que apresenta as isoformas: o, Bey. Estes
filamentos, nas células epite|iais, estdo concentrados nos pro|ongamentos
citoplasméticos, participando, juntamente com os desmossomos, do contato
com outras células e com a membrana basa|, mantendo, assim, a integridade
organizacional do epitélio. Nos miofibroblastos, importantes células do tecido
muscular, os filamentos de actina estdo organizados paralelamente & membrana
p|asmética, mantendo estas células tensionadas ao substrato e sdo, entdo,

denominados fibras de estresse.

Figura 9. Fibra estresse (asterisco) localizada abaixo da membrana, formada por
microfilamentos de actina.
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2.12. Centrossomo

O centrossomo, principal centro organizador de microtdbulos, est lo-
calizado préximo ao nicleo da célula em intérfase e contém um par de forma-
coes cilindricas e curtas dispostas perpendicularmente entre si e envolvidas por
material pericentriolar, denominadas centriolos. Estas estruturas sdo formadas
por nove triplex de microtdbulos, semelhantes aos corpos basais de flagelos e
cilios. Estdo presentes na maioria das células animais, porém ausentes nas

células vegetais.

3. Técnicas para visualizagdo das organelas celulares

3.1. Protocolos para revelacdo do nicleo

O nicleo pode ser visualizado tanto por microscopia de campo claro,
com a uti|izagéo do corante Giemsa, quanto por microscopia de fluorescéncia,
utilizando o corante fluorescente DAPI (4’,6-diamidino-2-phenilindole). Por
ME, ele pode ser visualizado quando se utiliza acetato de uranila, que torna a

cromatina eletrodensa.

3.1.1. Marcacéao nuclear com DAPI

1- Fixar com 4% de PFA por 20 minutos a 4°C;
9- Lavar duas vezes com PBS;

3- Lavar duas vezes com solucdgo de BSA 1% diluida em PBS

por 10 minutos cada;

4- Incubar com DAPI 1:10.000 em 0,85% NaCl por 5 minutos

em temperatura ambiente;

5- Lavar trés vezes com solucdo de BSA 1% diluida em PBS

por 10 minutos cada;
6- Montar com DABCO;

7- Selar com esmalte.
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3.1.2. Coloracdo com Giemsa
1- Fixar com Bouin por 5 minutos em temperatura ambiente;
9- Lavar trés vezes com élcool etilico a 70%,;
3- Lavar uma vez com 4gua destilada;

4- Corar com Giemsa (6 gotas de corante para cada 1mL de tampao
fosfato O,2M — solucdo de uso — filtrado), por 15 minutos em tempe-

ratura ambiente;

5- Lavar duas vezes em 4gua destilada. Para c|ariFicagéo, passar em

série de acetona / xilol (acetona 1009 duas vezes, acetona 70% /
xilol 309, acetona 50% / xilol 509, acetona 30% / xilol 70%,
xilol 1009 duas vezes);

6- Montar com Permount.

Preparacdo do tampao fosfato 0, 2M:

Solugdo A:

NaH2PO4 . 1 H2O (fosfato de sédio monobésico) ................ 97,6¢
Agua tidestlada............occooooeeeeseceeeeeeeee e 1L
Soluggo B:

Na2HPO4 (fosfato de sédio bibasico)..............ccooocveiiiiiiin 39,4¢
AGUa tidestilada. ........ovvvveeeecc e 1L
Solugdo estoque do tampao:

SOIUGEO A\ 28 mL
SoluGBO B 72 mL

Solugdo de uso:

Diluir 1:10 (solugdo estoque: 4gua tridestilada).
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3.2. Protocolo de marcacao do reticulo endoplasmatico

O RE pode ser observado por microscopia de fluorescéncia pela utiliza-
cao de marcador fluorescente especifico, o ER-Tracker. E, por microscopia
eletrdnica de transmissao, utilizando-se citoquimica ultraestrutural, revelando a

enzima glicose-6-fosfato.

3.2.1. ER-Tracker

* Preparacio de reagentes

O ER-Tracker Green ¢ fornecido liofilizado em 100 ng. Preparar uma
solucdo estoque de 1mM . Para isso, deve-se diluir todo o contetdo do frasco
liofilizado em 128 pL de DMSO. E recomendado que esta solucdo seja

separada em ah’quotas (4 estocada em freezer com dessecante‘

Preparo da solucdo de marcagio

* Diluir a solucdo estoque de ER-Tracker a 1 pm para a concentracdo

recomendada de 500 pm em meio simples;

* Para células aderidas, remover o meio da cultura, lavar trés vezes com
meio simples e adicionar a so|ug§o de marcacao pré-aquecida. Incubar
as células por 30 minutos a 37 °C. Substituir a solucdo de marcacdo
por meio de cultura e visualizar as células, utilizando microscépio de
fluorescéncia. Se as células a serem marcadas precisarem ser fixadas,

consultar as etapas de marcagao a seguir.

Fixacdo das células ER-Tracker Green

Lavar as células em meio simp|es por trés vezes. Fixar com PFA 4% por
20 minutos em temperatura ambiente. Lavar trés vezes com PBS, mon-

tar entre lamina e laminula com DABCO.
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3.3. Protocolo para marcadores seletivos de mitocéndria

Mitocondrias podem ser reveladas com marcadores fluorescentes espe-
cificos, como MitoTracker e Rhodamine 123, os quais sdo visualizados por
microscopia de fluorescéncia. Gragas & sua morfologia tipica, sdo facilmente

identificadas durante as anélises por microscopia eletrénica.

3.3.1. Mito-Tracker

* Preparando a solugio estoque

Dissolver o produto liofilizado em DMSQO de alta qualidade para uma
concentracdo final de 1 Um; o peso molecular ¢ indicado no rétulo do
produto. So|ug6es em que se utilizam derivados di-hidro devem ser
preparadas no dia do uso. A solucdo estoque pode ser armazenada em

freezer a -20 °C, protegida da luz.
* Preparando solugdo de marcagio

A concentracio para uma boa marcagdo varia de acordo com a sua
ap|icag§o. As condigées sugeridas aqui podem necessitar de modifica-
cbes baseadas nos tipos celulares utilizados ou em outros fatores, tais
como permeabilidade das células ou dos tecidos a serem marcados.
Diluir a solucdo estoque de MitoTracker a 1 um para uma solucdo de
uso com meio de crescimento Dulbecco’s modified Eagle medium
(D-MEM), sem soro, ou de acordo com o meio em que as células

estdo crescendo. Para marcacdo em células vivas, usar uma concentracdo

de 100 pm.
° Marcando cé|u|as aderidas

Crescer as células em laminulas dentro de uma placa de Petri coberta
pelo meio de cultura apropriado. Quando as células a|cangarem a con-
fluencia desejada, remover o meio da placa, lavar trés vezes em meio
simples e adicionar o meio pré-aquecido (37 °C) contendo Mito Tracker.

Incubar as células por 30 minutos sob condicées de crescimento apro-
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priadas para cada tipo celular. Substituir o meio com marcador por meio
pré-aquecido e observar as células em microscépio de fluorescéncia,
utilizando o filtro adequado. Para fixar as células, deve-se retirar o meio
com marcador e lava-las com meio simples. Fixar com PFA 49 por 20
minutos em temperatura ambiente, lavar trés vezes com PBS e montar

entre lamina e laminula com DBCO.

3.4. Protocolo de marcacdo de grdnulos de glicogénio

Para caracterizar a expressio de polissacarideos — granulos de glicogénio —,
utilizamos métodos citoquimicos ultraestruturais, empregando a técnica de Thiéry.
O material deve ser processado de acordo com o protocolo de microscopia
eletrnica de transmissdo, sendo as amostras incluidas em resina Epon. Os
cortes ultrafinos sdo obtidos e recolhidos em grades de ouro e submetidos ao

seguinte protocolo:

3.4.1. Thiéry
1- As células sdo oxidadas por 20 minutos com 19 de 4cido periédico;
9- Lavadas rapidamente por duas vezes em dgua destilada;

3- Incubadas por 30 minutos, 24, 48 ou 72 horas, em cdmara Gmida,

com 29% de tiocarbohidrazida diluida em 20% (v/v) de 4cido acético;

4- Lavadas sucessivamente em concentragdes decrescentes de é4cido
acético (10%, 5%, 3% e 1%) por 1 minuto cada;

5- Reveladas com 1% de proteinato de prata diluido em solugdo aquosa
por 30 minutos. OBS: metodologia alternativa, apés as etapas descritas
anteriormente, a revelacdo serd realizada pelo vapor de tetréxido de

4smio por 1 minuto;
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6- Lavadas com 4gua (uma vez rapidamente), seguidas de uma lavagem

por 10 minutos, trocando a égua sucessivas vezes;

7- Ao final, os cortes serdo examinados diretamente ao microscépio

eletronico EM10C da Zeiss, sem prévia contrastacao.

O:s controles da reacdo serdo feitos por:
a) Omissao de tiocarbohidrazida;
b) Omissdo da oxidacdo com acido periédico;

c) Omissdo dos agentes reveladores.

3.5. Protocolo para marcacdo de compartimentos
intracelulares dcidos
A marcagio de compartimentos intracelulares 4cidos — lisossomos —

pode ser feita utilizando os marcadores laranja de acridina e Lysotraker:

1- Diluir a solucdo estoque a T mM para uma solugdo de uso a uma
concentracio de 75 nM. A diluicdo deve ser feita em meio de cultura
simples;

9- Remover o meio da placa, lavé-la com meio simples trés vezes e

adicionar o meio pré-aquecido (37 °C) contendo o marcador;

3- Incubar as células com laranja de acridina ou Lysotraker diluida em
meio utilizado para o cultivo celular na concentracio de 10ug/ml e
75 nM, respectivamente, por 30 minutos a 37 °C, sob condicoes

apropriadas para crescimento de cada tipo celular;

4- Apbds incubagéo, lavar duas vezes em salina tamponada com fosfato
(PBS) e observar as células em microscépio de fluorescéncia com o

filtro adequado;

5- Fixar com 2% paraformaldeido durante 20 minutos a 4 °C e, em

seguida, lavar trés vezes com PBS;
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6- Em seguida, incubar com 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
para visualizacdo do nicleo por cinco minutos & temperatura ambiente;
7- Lavar com PBS;

8- Montar a lamina com antifading 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
(DABCO).

Referéncias bibliograficas

ALBERTS, B. et al. Biologia molecular da célula. 4. ed. Porto Alegre: Artes Médicas,
2004.

CARVALHO, H. F; RECCO-PIMENTEL, S. M. A Célula. Sao Paulo: Manole, 2001.

GIEMSA,, G. Eine Vereinfachung und Vervollkommung meiner Methylenblau-Eosin-
Farbemethode zur Erzielung der Romanowsky-Nocht'schen Chromatinfarbung. Centralblatt
fir Bakteriologie, |, Abteilung Originale, v. 32, p. 307-313, 1904.

TH|ERY, J. P; RAMBOURG, A. Cytochimie des po|ysaccharides. J. Microscopie, 2
921, p. 279-282, 1974.



Capitulo 2
Histologia

Daniel Santos Souza
Leandro Medrado
Lycia de Brito Gitirana

1. Introdugéo

A histologia ¢ um ramo da ciéncia que estuda os tecidos de animais e
vegetais e como estes tecidos se organizam e se relacionam para compor estes

diferentes organismos.

A separacao dos tecidos em estruturas distintas ¢ algo “artificial” e
feita com fim puramente did4tico, como estratégia para a compreensio de
suas caracteristicas principais. S com um bom conhecimento das suas carac-
teristicas individuais poderemos entender e avaliar a histologia nos diferentes
6rgdos do organismo e como os diferentes tecidos se inter-relacionam de

maneira dindmica.

O termo histologia foi usado pela primeira vez em 1819 por Mayer,
ao utilizar o termo “tecido” (do grego histos) cunhado pelo anatomista e
fisiologista francés Xavier Bichat (177 1-1802). Foi Bichat quem aprofundou
a anélise anatomopatolégica, deslocando a doenca dos 6rgaos para os tecidos,

utilizando como principio bésico o isomorfismo dos tecidos (Foucault, 2008).
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De acordo com suas anélises, o organismo era composto de tecidos com
“texturas’ semelhantes, que podiam ser “lidas”, identificando as similaridades,
parentescos e inter-relacdes das doencas inscritas na configuragdo do corpo.
Ao identificar estas semelhantes texturas do organismo e suas respectivas fun-

¢Oes ¢ que nasce a histologia como base da que conhecemos hoje.

Nos humanos, os tecidos sdo divididos em quatro grandes grupos de
acordo com as diferencas morfolégicas e suas especializacdes funcionais

(condutibi|idao|e, contratilidade, absorgéo, excrecao e reprodugéo, dentre outras).

Esses quatro tecidos sdo: os tecidos epiteliais, tecidos conjuntivos, teci-

dOS muscu|ares (4 tecidos nervosos.

2. Tecido epitelial

O tecido epitelial se caracteriza principalmente por ser constituido de
células bem justapostas, geralmente poliédricas, com pouca substancia intercelular

e auséncia de vascularizacdo.

As células epiteliais sdo bastante dindmicas, possuindo uma elevada
atividade mitética que promove a constante renovacao epitelial. Essa taxa de

renovacao, entretanto, é varidvel de acordo com o tecido avaliado.

As funcdes mais caracteristicas dos epitélios sdo a de revestimento de

superficies externas e internas do organismo, e a formagdo das glandulas.

As células epiteliais sdo provenientes das células que constituem os trés

folhetos germinativos do embrido (ectoderma, endoderma e mesoderma).

A forma de suas células e a justaposico celular que apresentam é
garantida por um conjunto de juncoes celulares especializadas. Essas juncoes
celulares vao ter apresentacao varidvel de acordo com a especificidade funcio-
nal do tecido no qual se encontram, mas de uma forma geral apresentam as

seguintes caracteristicas:
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* Z6nula de ocluséo: localizada na porcao apical das células epiteliais, é
formada por proteinas integrais da membrana plasmética que se ligam ao
cinturdo adesivo das células vizinhas, impedido a passagem de moléculas

entre e|as, havendo, portanto, ob|iteragéo do espaco intercelular.

 Z6nula de adesao: localizada abaixo da zénula de oclusdo, tem como

funcdo aumentar a adesividade intercelular.

¢ Desmossomos: podem ser comparados a um botao de pressao, cons-
tituidos por duas metades que se encaixam, estando uma metade locali-
zada na membrana de uma das células e, a outra, na célula vizinha. Sao

responsaveis por conferir maior adesdo celular e resisténcia.

. Jungées comunicantes: interconectam células epiteliais, mas estdo pre-
sentes também em alguns tecidos musculares, permitindo a troca de

moléculas por meio dos poros que constituem.

Membrana basal, ldmina basal e camada basal

Como o tecido epitelial ndo possui vasos sanguineos, apesar de participar
na constituicao deles, ele ¢ nutrido por meio da difusdo dos nutrientes que
chegam por meio de vasos sanguineos presentes no tecido conjuntivo (este sim,
fico em vasos sanguineos). Uma fina camada composta de colégeno do tipo IV,
a proteina laminina e proteoglicanos' é a responsével por selecionar e filtrar o que
se poderd passar do tecido conjuntivo para as células epiteliais. Essa estrutura é a
lamina basal, que ¢ totalmente sintetizada pelas células epiteliais, sendo somente
visivel em microscopia eletrénica. A lamina basal desempenha importante Fungéo
de nutrir as células epiteliais, além de sustent-las e promover sua adesio ao

tecido conjuntivo.

! Proteoglicanos sdo formados por polissacarideos que formam |igagées covalentes com proteinas. Sao
moléculas grandes capazes de manter um grande espaco de hidratacio na matriz extracelular.
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Em algumas regides, em continuacdo a lamina basal, ha uma camada de
fibras reticulares (principalmente colageno do tipo Ill) conjugadas a complexos
de proteinas, produzidas pelo tecido conjuntivo. Esses elementos formam uma
espessa camada, identificada na microscopia de luz pela reagao do é4cido
periédico + reativo de Schiff (PAS) ou impregnacao pela prata. Nem todos
os estudiosos da érea concordam com esta distingdo, mas ¢ a lamina basal

somada & camada de fibras reticulares que se denomina membrana basal (MB).

2.1. Epitélios de revestimento

O tecido epitelial de revestimento é responsével por separar o tecido
conjuntivo subjacente do meio externo ou das cavidades internas do corpo e
funciona como um protetor e um controlador da passagem de substancias do

meio externo para o tecido conjuntivo (TC).

Classificacdo dos epitélios (EP)

Os epitélios de revestimento se classificam principalmente de acordo
com a forma das células e o nimero de camadas nas quais essas células estdo
dispostas.

De acordo com a forma das células, os epitélios podem ser classifica-

dOS em:

* Epitélios pavimentosos (Figura 1A): células mais largas do que
altas, achatadas como ladrilhos e com o nicleo redondo ou alonga-

do e central.
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Figura 1A. Epitélio pavimentoso. EP — epitélio, MB — membrana basal, TC
— tecido conjuntivo.
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* Epitélios cabicos (Figura 1B): células com altura e largura equivalen-

tes, com forma de cubo e nicleo redondo central.

Figura 1B. Epitélio cibico. EP — epitélio, MB — membrana basal, TC —
tecido conjuntivo.
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* Epitélios cilindricos (Figura 1C): também chamados de prisméticos
ou colunares, estes epitélios possuem células cuja altura é maior do
que a sua largura. Suas células sdo alongadas, com um niicleo basal

também alongado.
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Figura 1C: Epitélio cilindrico. EP — epitélio, MB — membrana basal, TC —

tecido conjuntivo.
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* Epitélio especial ou de transicao: células epiteliais cuja forma varia

constantemente, impedindo sua classificacdo nas categorias anteriores.

De acordo com o niimero de camadas, os epitélios podem ser:

* Simples: formado por uma sé camada celular, na qual todas as células

estdo em contato com a lamina basa|, como representado nas Figuras

1A, 1Be 1C.

* Estratificado (Figura 2): formado por mais de uma camada celular, de
forma que sé as células da base (camada basal) tém contato com a

|amina basal.

Figura 2: Tecido epitelial
estratificado. EP — epitélio, MB
— membrana basal, TC — tecido
conjuntivo.
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2.2. Epitélios glandulares

As células epiteliais glandulares sdo originadas durante o processo de prolifera-
cio das células do epitélio de revestimento no desenvolvimento embrionério. Essas
células de revestimento invadem o tecido conjuntivo subjacente e se diferenciam,

especializando-se na e|aboragéo de produtos de secrecao variados (Figura 3).

Figura 3: Formagé'o das glandulas pela invaginacao do tecido epitelial em
diregéo ao tecido conjuntivo. EP — epitélio, MB — membrana basal, TC —

tecido conjuntivo.
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Os epitélios glandulares podem ser classificados de acordo com diver-

sos aspectos:

e Glandulas unicelulares e multicelulares

Células que desempenham, isoladamente, funcdo de secrecdo sao cha-
madas de glandulas unicelulares. Dessas, o melhor exemplo ¢ a célula caliciforme,
presente tanto na via digestéria quanto na via respiratéria, atuando na produ-
cdo de muco.

O termo “g|éno|u|a" ¢, entretanto, usado de forma mais comum para se
fazer referéncia as glandulas multicelulares, que sdo compostas pelo agrupa-
mento de vérias células secretoras. As glandulas sudoriparas, salivares e adrenais

s3o alguns exemplos de glandulas multicelulares.

* Glandulas exécrinas e endécrinas

Durante o processo de diferenciagéo celular e formagéo das glandulas, quan-

do ocorre a invasao do tecido conjuntivo pelo epitélio de revestimento embrionério,
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algumas glandulas mantém sua ligacdo as células de revestimento. Essa ligacdo
adquire a forma de um tubo ou ducto celular pelo qual as secrecdes podem ser
eliminadas para a superficie do tecido, do 6rgao, ou mesmo do organismo.
Dessa forma, quando hd um ducto secretor, a glandula é considerada exécrina
(Figura 4).

Quando, durante este processo de diFerenciagéo celular, as células
glandulares ndo mantém nenhuma ligacdo com o epitélio de revestimento,
isolando-se no interior do tecido conjuntivo, a glandula é chamada endécrina.
Nesse caso, devido & auséncia de um ducto secretor, estas glandulas
endécrinas liberam suas secrecoes, Os horménios, diretamente na corrente

sanguinea (Figura 5).

Figura 4. Gandula Exécrina. EP - Figura 5. Gandula Endécrina. EP -
epitélio, MB - membrana basal, TC epitélio, MB - membrana basal, TC -

- tecido conjuntivo, DE - ducto tecido conjuntivo, VS - vaso sangui-

neo, PS - porcdo secretora, HR -

excretor, PS - porcao secretora

horménio

EP i . ‘ ' ‘-_I_. ‘J

ME:

No corpo humano, o figado® e o pancreas® realizam funcées exdcrinas

e endécrinas, e sdo chamados glandulas mistas.

2 A fungio exécrina do figado é representada pela producéo da bile, que ¢ liberada na luz do tubo digestério
(mais especificamente no duodeno). O figado também ¢ classificado como endécrino por produzir proteinas
(como a albumina, protrombina e fibrinogénio) que sdo liberadas diretamente na corrente sanguinea.

PA secrecdo exdcrina do péncreas é o suco pancreético, rico em enzimas digestivas e liberado no duodeno.
A porcao endécrina do péncreas produz e libera os horménios insulina e glucagon, ambos fundamentais no
metabolismo da glicose no organismo.
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* Glandulas merdcrinas, holécrinas e apécrinas (Figura 6)

As glandulas sdo classificadas também pelo modo como as suas célu-

las secretam.

Nas glandulas merécrinas, as células glandulares eliminam somente a
sua secrecdo, por meio de exocitose, mantendo intacto o seu citoplasma

(pancreas, por exemplo).

Nas glandulas holécrinas, as células glandulares acumulam os seus produ-
tos de secrecdo no citoplasma, morrem em seguida, desfazendo-se e passando a
constituir, elas préprias, a sua secrecao (glandulas sebéceas, por exemplo).

As glandulas apécrinas representam um meio-termo entre estas e
outras formas de secretar. Nelas, as células glandulares, ao eliminarem sua
secrecdo, perdem certa quantidade do seu citoplasma apical (glandulas

mamérias, por exemplo).

Figura 6. Diferentes modos de secretar. Glandulas merécrinas, apécrinas e
holécrinas. GS - grandulos de secrecdo, EP - epitélio, MB - membrana basal,
TC - tecido conjuntivo.

Merdcrinas Apdcrinas  Holdcrinas
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Um grupo de células que desempenha uma atividade de apoio a secre-
cdo glandular exdcrina sdo as células mioepiteliais. Trata-se de células epiteliais

cujo citoplasma contém filamentos de actina e de miosina, o que lhes confere a
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capacidade de se contrair. Essas células possuem uma forma estrelada, e se
localizam entre a ldmina basal e a célula secretora, ligando-se umas as outras,
envolvendo assim a porcdo secretora da glandula. Elas atuam contraindo-se e

ajudando a glandula exdcrina a expelir seu produto pelo ducto excretor.

3. Tecidos conjuntivos

Os diversos tipos de tecido conjuntivo existentes no corpo tém a fun-
cdo de unir outros tecidos, conferindo-lhes sustentacdo e dando conjunto ao

corpo, daf sua denominacdo.

A denominacdo “tecido conjuntivo”, entretanto, ¢ um titulo geral que
designa um grupo de diversos tecidos com vérias Fungées. O tecido conjuntivo
compreende um tecido tradicionalmente conhecido como “tecido conjuntivo
propriamente dito” e um amplo grupo de tecidos chamados “tecidos conjunti-
vos especiais , com Fungées altamente especializadas. Esse grupo de tecidos
conjuntivos especiais compreende os tecidos adiposo, cartilaginoso, 6sseo,

sanguineo e hematopoiético, que serdo tratados mais adiante.

De uma forma geral, todos os tecidos conjuntivos sdo originarios de
células alongadas no mesénquima embrionério?, e sao formados essencial-
mente por células mesenquimais e uma matriz extracelular abundante. Serao
variagoes tanto nas caracteristicas celulares quanto nas peculiaridades da ma-
triz extracelular que determinardo, nos diferentes tecidos conjuntivos, sua

especializacio no desempenho de determinadas atividades e funcoes.

3.1. Tecido conjuntivo propriamente dito

O tecido conjuntivo propriamente dito é o que mantém as caracterfs-

/

ticas mais elementares nos seus componentes. E ricamente vascularizado e se

* Células mesenquimais ou mesenquimatosas sao originadas do mesoderma, folheto germinativo interme-
diario dos tecidos embrionérios.
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encontra sempre abaixo do tecido epitelial, dando-lhe suporte e garantindo

sua nutricdo.

Suas células terdo funcdes na manutencdo da homeostase® tecidual, mas
ndo terdo caracteristicas especializadas no sentido de conferir especificidade
funcional ao tecido. Da mesma Forma, a matriz extracelular se apresentard em

sua configuracdo mais basica.

Células do tecido conjuntivo propriamente dito

Grande parte das células encontradas nos tecidos conjuntivos é produzi-
da nos préprios tecidos, mas algumas outras células, como os leucécitos, por
exemp|o, que transitam na corrente sanguinea, podem habitar temporariamente
o interior desses tecidos. De um modo geral, as células do tecido conjuntivo

propriamente dito sdo:
* Fibroblastos/fibrécitos

S3o as mais importantes células deste tecido conjuntivo, estando res-

ponséveis pela produgéo e manutencao da matriz extracelular.

Os fibroblastos (Figura 7) sdo células jovens, com forma estrelada
devido a seus vérios prolongamentos celulares. Apresentam também grande
basofilia®, devido ao seu nicleo grande e ao reticulo endoplasmético granular
e complexos de Golgi desenvolvidos, o que indica a sua produgéo ativa de

componentes da matriz extracelular.

Funcionando de certa maneira como uma regra entre os tecidos con-
juntivos, a células essenciais dos tecidos, jovens e encarregadas de produzir

. N « n . .
a matriz extrace|u|ar, tém em sua nomenclatura o termo “blasto , que indica

5> Homeostase ¢é a propriedade de um sistema organico regular o seu ambiente interno de modo a manter
uma condigéo estavel, mediante miltiplos mecanismos de ajuste.

% A basofilia é caracterizada pela afinidade de uma célula ou de um tecido pelos corantes bésicos por
possuir caréter acido. Indica a presenca de organelas associadas & produgéo ativa de substancias
proteicas, como reticulo endoplasmético granular, complexo de Golgi e polirribossomos no citoplasma.
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que esta célula estd em crescimento ativo e sintetizando matriz extracelular.
Essas células, porém, ndo se mantém continuamente ativas, e quando entram
em estado de repouso retraem-se, tornando-se menores e mais alongadas,
sem os prolongamentos celulares, com organelas menos desenvolvidas. Essas
células passam, entdo, a receber o sufixo “cito”. Nesse caso, os fibroblastos,
ao entrarem em repouso, adquirem as caracteristicas descritas acima, e pas-
sam a ser chamados fibrécitos (Figura 7), embora esse termo ndo deva ser
mais empregado, pois sugeriria um tipo celular diferenciado, o que ndo ¢ a
realidade, mas representa apenas um momento funcional do fibroblasto. Esse
processo pode ser revertido se o tecido for lesionado ou se, por outro
motivo, houver a necessidade de novos fibroblastos para produzir novamen-
te a matriz extracelular. Nestes casos, os fibrécitos sdo estimulados e passam,
de novo, a produzir ativamente, readquirindo suas caracteristicas peculiares

de quando estavam ativos.

Figura 7. Células do tecido conjuntivo: fibroblasto e fibrécito

FIBROBLASTO FIBROCITO

* Macréfagos

Sao células grandes e ameboides, com nicleo ovoide ou em forma
de rim, que se deslocam continuamente entre as fibras & procura de bacté-
rias e restos de células. Sua Fungéo principal é proteger os tecidos,

fagocitando agentes infecciosos que penetram no corpo, e identificando



Histologia 155

substancias potencialmente nocivas ao organismo, apresentando antigenos

e alertando o sistema imunolégico.

Os macréfagos fazem parte do sistema fagocitario mononuclear (SFM),

derivando indiretamente de células da medula éssea.

» Mastécitos

Células globosas, grandes, com o nicleo pequeno e central e o citoplasma
repleto de granulos baséfilos. Seu nicleo, s vezes, fica encoberto pela gran-

de quantidade de granulos e ndo ¢ visto.

* Plasmécitos

Essas células estdo presentes em pequena quantidade nos tecidos con-
juntivos, sendo responséveis pela produgéo de imunoglobulinas (anticorpos)
importantes nos processos imunolégicos. Sao derivadas da ativacao, prolifera-

cdo e diferenciagdo de linfécitos B originérios da medula éssea.

Em caso de aumento da permeabilidade vascular, causada por processos
inflamatérios, outros leucécitos podem ser também encontrados no tecido

conjuntivo propriamente dito.

Matriz Extracelular

A matriz extracelular ¢ um meio no qual as células do tecido conjuntivo estdo

dispostas, e lhes confere nutricio e substrato para sua organizagdo e atuagdo.

E formada por um conjunto de fibras imersas em uma substancia funda-

mental amorfa.

¢ Elementos fibrosos do tecido conjuntivo

As principais fibras que compdem o tecido conjuntivo sdo compostas

de proteinas produzidas pelos fibroblastos (no caso do tecido conjuntivo
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propriamente dito). Sua distribuigéo varia conforme o tipo de tecido conjunti-

vo, sempre de acordo com as caracteristicas morfofuncionais destes tecidos.

Os elementos fibrosos observados por meio de técnicas histoquimicas

nos preparados histolégicos sdo:
Fibras colagenas

O colégeno ¢ um tipo de proteina que possui mais de 20 variaces
conhecidas, apresenta um nitido padrdo de estrias transversais e representa a
proteina mais abundante do corpo, constituindo 309 de seu peso seco. As
fibras coldgenas sdo o principal componente da matriz extracelular e podem ter
caracteristicas peculiares que as diferenciam nos vérios tipos conhecidos. As
fibras colagenas tém como componente bésico a proteina coldgeno, e, para os

estudos histolégicos mais bésicos, os tipos mais importantes de colégeno sdo:

* Colégeno |: ¢ o tipo de colégeno mais abundante em todo o
organismo, sendo capaz de formar fibras espessas, as quais confe-

rem resisténcia aos tecidos.

 Colégeno Il: ¢ o tipo de colégeno encontrado na matriz
extracelular das cartilagens, formando fibrilas e atuando como molas

biomecanicas.

* Colégeno llI: forma delicadas fibrilas, sendo o principal consti-

tuinte das fibras reticulares.

* Colégeno IV: sao fibrilas extremamente delicadas presentes na

|dmina basal.

Fibras reticulares

Apesar da designagéo fibras, as fibras reticulares sao formadas principal-
mente por colégeno do tipo lll e, na realidade, sao fibrilas delicadas. Por essa

razdo, muitos autores preferem inclui-las no sistema de fibras colégenas, isto ¢é,
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elementos fibrilares que tém o colégeno como proteina bésica, independente

do tipo do colégeno.

As fibras reticulares sdo delicadas e formam uma rede de trancado firme,

7 e as células musculares,

dando sustentacdo aos 6rgaos hematopoiéticos
estando presente na parede de 6rgdos de forma varidvel, como no intestino,
no Utero e nas artérias. Sao chamadas fibras argiréfilas por sua grande afinida-

de aos métodos histoquimicos que tém como base a prata, como a reticulina

de Gomori.

Fibras elasticas

S3o fibras delgadas que se ramificam e formam uma malha irregular. As
fibras eldsticas tém uma cor amarelada a fresco, que a sua presenca abundante
confere a alguns tecidos. As fibras elésticas sdo, na verdade, formadas por
fibrilas maiores da glicoproteina fibrilina, na forma de um arcabouco, que ters

sua porcao central preenchida pela proteina elastina.

Estas fibras vao conferir elasticidade aos tecidos, sendo evidenciadas por
técnicas histoquimicas especiais, particularmente nos tecidos de sustentacao do

pulmdo, na pele e nos vasos sanguineos.

* Substancia fundamental

A substancia fundamental corresponde a uma matriz gelatinosa hidratada,
na qual as fibras e as células estio imersas. E composta em parte por um
liquido chamado fluido tissular ou plasma intersticial, que é derivado do plasma
sanguineo e apresenta a mesma composicdo; porém, a dgua presente na subs-

tancia fundamental ndo ¢é é4gua liquida, mas estd sob a forma de égua de

7 Orgaos hematopoiéticos sdo aqueles capazes de produzir os elementos figurados do sangue, como a
medula éssea hematogénica, o figado e o bago.



58 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

so|vatagéo. A esse meio aquoso somam-se glicosaminoglicanos®, proteoglicanos
e g|icoprote|'nas adesivas que atuam como componentes estruturais da matriz

extracelular, relacionando-se com as células e dando coesdo a este conjunto.

Variedades do tecido conjuntivo propriamente dito

O tecido conjuntivo propriamente dito pode se apresentar como frouxo

(4 clenso.

O tecido conjuntivo propriamente dito frouxo, ou simplesmente teci-
do conjuntivo frouxo, é o tecido conjuntivo com ampla distribuigéo no
corpo, estando presente em praticamente todos os 6rgdos. E chamado de
frouxo, pois apresenta uma consisténcia delicada, com células e fibras esparsas,
({3 » . .

casualmente” organizadas e largamente espacadas, imersas em abundante

substancia fundamental.

O tecido conjuntivo denso, em contrapartida, se caracteriza pela abun-
dancia de elementos fibrosos, preferencialmente fibras de colageno, o que lhe
confere grande resisténcia, ndo deixando grandes espacos visiveis de substancia
fundamental. De acordo com a disposigéo de suas fibras, pode ser subclassificado

ainda como tecido conjuntivo denso modelado ou ndo modelado.

* Tecido conjuntivo denso modelado: apresenta predominio de fibras
coldgenas orientadas em um mesmo sentido, paralelas e alinhadas aos
fibroblastos e as células que as produzem. Essa orientacdo em um deter-
minado sentido confere ao tecido maior capacidade de resisténcia &
tracdo. Esse tecido denso e modelado ¢ o principal constituinte dos

|igamentos, tendoes e aponeuroses.

8 Glicosaminoglicanos sdo polissacarideos grandes que contribuem para a integridade tecidual e auxiliam
na difusdo de substancias pela matriz extracelular (Stevens e Lowe, 2001).
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* Tecido conjuntivo denso nao modelado: neste tecido, hé grande
quantidade de fibras coldgenas, que estdo dispostas de maneira “irregu-

» . 7 . . . . ~
lar”, orientadas em vérias e distintas ohregoes.

3.2. Tecido adiposo

O tecido adiposo ¢ um tecido conjuntivo especial caracterizado pela
predominancia de células especializadas, os adipécitos, associados a uma gran-
de irrigacdo sanguinea.

O tecido adiposo corresponde, em pessoas de peso normal, a 20-

9259% do peso corporal na mulher e 15-209% no homem.

Esse tecido é considerado a maior reserva de energia do corpo, apesar
de ndo ser a tnica. Além da dimensdo do depésito energético que o tecido
adiposo representa, por meio dos triglicerideos, esse lipideo é ainda mais
eficiente na produgéo de energia do que o glicogénio. Um grama de
triglicerideos fornece 9,3 Kcal, enquanto um grama de glicogénio fornece

apenas 4,1 Kcal de energia.

O tecido adiposo nao tem s a Fungéo de armazenar energia, mas ele

atua também:

* na modelagem da pele, tendo uma distribuigéo diferenciada em homens

e mulheres, conferindo-lhes as formas que lhes sdo peculiares;

® na absorgéo de choques, amortecendo impactos externos sobre o
corpo;
* no isolamento térmico, impedindo a perda de calor do corpo;

. preenchendo espacos e sustentando 6rgaos.
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Os tecidos adiposos podem ser de dois tipos:

* Tecido adiposo unilocular

Nos seres humanos adu|tos, praticamente todo o tecido adiposo ¢o
unilocular (Figura 8). Os adipécitos uniloculares sdo células arredondadas e
volumosas, com um nicleo achatado localizado na periferia da célula. Seu
citoplasma ¢ escasso e aparece de forma delgada envolvendo a gota lipidica.
Esse tipo de tecido adiposo possui uma cor que varia do branco ao amarelo a
fresco, de acordo com a dieta do individuo e a ingestdo de alimentos com

caroteno, um corante natural que escurece a cor da gordura.

Ao nascimento, o tecido adiposo do bebé forma uma camada unifor-
memente distribuida sob a pele, chamada paniculo adiposo. Com o envelhe-
cimento do individuo, aspectos genéticos e a |iberagéo de horménios sexuais e
horménios do cértex da glandula adrenal, essa gordura ¢ redistribuida por

todo o corpo, remodelando o corpo do jovem.

¢ Tecido adiposo multilocular

O tecido adiposo multilocular (Figura 8) recebe esse nome porque seus
adipécitos apresentam vérias pequenas gotas lipidicas distribuidas em seu
citoplasma, em contraposicdo & grande e (inica gota do tecido unilocular. E
também chamado de tecido adiposo pardo, devido & vascularizacdo abundante
e 3 presenca de numerosas mitocondrias (que tém cor avermelhada) em

suas células.

Esse tecido ¢ também chamado, em animais que hibernam, de glandula

hibernante, por ser abundante e possuir células dispostas de forma epitelioide.

A principal Fungéo deste tecido é gerar energia na forma de calor,

auxiliando na termorregu|agéo do organismo.
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Figura 8. Tipos celulares do tecido adiposo.

Mitocondria Mitocéndria
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3.3. Tecido cartilaginoso

A cartilagem ¢ um tipo de tecido conjuntivo formado de dois tipos
celulares, condrécitos e condroblastos, e de uma matriz extracelular abundan-

te, altamente especializada e vascular.

Tem as fung()es de conferir suporte a tecidos moles (anéis da traqueia,
por exemplo), revestir as superficies articulares dos ossos, e propiciar a forma-

cdo e o crescimento dos ossos longos.

Formacdo da cartilagem

Durante sua formagdo embrionéria, as células do mesénquima retraem
seus prolongamentos e adquirem uma forma arredondada, multiplicando-se
rapidamente e formando um aglomerado celular. Essas células jovens sdo cha-
madas condroblastos (Figura 9), e iniciam a sintese da matriz extracelular,

distanciando-se umas das outras.

Quando a matriz comega a adquirir uma consisténcia mais rigida, os condroblastos
ficam presos em espagos ligeiramente maiores do que eles, denominados capsulas ou
condroplastos. Os condroblastos multiplicam-se por mitose, dando origem a grupos

de até 8 condrécitos chamados grupos de iségenos (Figura 9).
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Figura 9. Tecido cartilaginoso

Pericondrio

-// Matriz

{,, ~ cartilaginosa

Grupo is6geno

Pericondrio

Como o tecido cartilaginoso ndo possui vasos sanguineos préprios, suas
células sdo nutridas por meio da difusdo de substancias a partir de vasos do
tecido conjuntivo adjacente. Desta forma, quase todas as cartilagens sao envol-
vidas por uma camada de tecido conjuntivo chamada peric6ndrio (Figura 9).

O pericondrio ¢é responsavel pela nutricdo, oxigenacao e e|imina<5‘§o de
residuos metabdlicos da cartilagem, mas sua importancia vai além disso. Suas
células sdo semelhantes aos fibroblastos, mas as localizadas mais proximas da

cartilagem podem se multiplicar, dando origem a novos condroblastos.

Nas cartilagens presentes em articulacdes sinoviais, a nutricio deste teci-

do ¢ feita por difusdo pelo liquido sinovial.

Tipos de cartilagem

o Cartilagem hialina

Ea carti|agem mais comum no corpo humano. Possui uma cor branco-

azulada e translicida a fresco e ¢ a responsével pela formacdo do esqueleto
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temporario no desenvolvimento fetal, até que esse esqueleto seja substituido

por tecido ésseo.

E encontrada principalmente sustentando as fossas nasais, a traqueia e os
brénquios, na extremidade ventral das costelas e recobre as superficies articula-
res dos ossos longos. Localiza-se ainda entre a epifise e a diafise” dos ossos
longos, na forma de um disco cartilaginoso chamado disco epifisério (Figura
10). E esse disco epifisério o responsével pelo crescimento dos ossos longos

em comprimento.

* Cartilagem eléstica

Essa cartilagem ¢ encontrada no pavilhdo auditivo e na epiglote. Possui
uma matriz extracelular semelhante & da cartilagem hialina, mas possui ainda
uma rede de fibras elésticas que confere a esse tipo de cartilagem, quando

examinada d FI’QSCO, uma cor amare|ac|a.

* Cartilagem fibrosa

Também chamada de fibrocartilagem, ¢ a cartilagem mais resistente das
trés, apresentando caracteristicas intermediérias entre o tecido conjuntivo denso
e a cartilagem hialina. Durante sua diFerenciagéo, as fibras de colégeno orientam
as células, de forma que esta cartilagem vai apresentar os condrécitos dispostos

em fileiras, de acordo com a disposigéo das fibras de colégeno.

Na cartilagem fibrosa ndo existe pericéndrio morfologicamente distinto,
sendo esse tecido nutrido pelos vasos do tecido conjuntivo denso ao qual est4

intimamente ligado.

Por ser tdo resistente, é encontrada em locais sujeitos a grande pressdo,

como nos discos intervertebrais e na sinfise pubiana.

% As extremidades dos ossos longos sdo chamadas de epifises e o alongamento que as une é chamado
de disfise. Essas denominagées serdo mais bem exploradas no tépico sobre tecido ésseo.
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O crescimento das cartilagens acontece de duas formas:

* Crescimento intersticial: s6 acontece nos primeiros momentos
da vida da cartilagem, referindo-se & divisao mitética dos
condroblastos, dando origem aos grupos isogénicos e & expansdo
da carti|agem daf resultante.

* Crescimento aposicional: esse tipo de crescimento se dé a partir
das células condrogénicas do pericondrio, que se diferenciam em
condroblastos, se multiplicam e produzem uma nova matriz

cartilaginosa, promovendo o crescimento da cartilagem.

3.4. Tecido ésseo

Os ossos sdo os principais componentes do esqueleto, tendo diver-

sas funcées:

* protecdo para 6rgaos como coracao, pulmdes e o sistema nervoso
centra|,-

* sustentagdo e conformagdo do corpo;

* local de armazenamento de fons de célcio e fésforo'®

e a restituicao
desses elementos & corrente sanguinea de acordo com as necessidades
do organismo, ou seja, participam da regu|agéo da calcemia, cuja estabi-
lidade ¢ indispensével ao bom equilibrio de varias funces organicas
(agdo de enzimas, permeabilidade de membranas, coagulacio do san-

gue, transmissao do impu|so nervoso, contracao muscular etc.);

* constituem um sistema de alavancas que, juntamente com os masculos,

permite a |ocomogéo de partes do corpo e a amp|iag§o da Forga muscular;

* alojam e protegem a medula éssea.

19 Durante a gravidez, a calcificagio fetal se faz em grande parte pela reabsorcio desses elementos
armazenados no organismo materno, por isso, é recomendével a ingestdo, pe|a mae, de alimentos ricos
em célcio durante a gestacgo.
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De uma forma geral, nos individuos adultos, os ossos sao constituidos
de uma parte externa de osso compacto, sem cavidades aparentes, e de uma
parte interna, trabecular, com miltiplas cavidades intercomunicantes, constituin-

do o osso esponjoso.

As cavidades intertrabeculares do osso esponjoso e o canal medular da
disfise dos ossos longos correspondem a um espaco designado medula éssea,
a qual possui duas variedades de tecido relacionadas com a produgéo dos
elementos figurados do sangue: medula 4ssea vermelha ou hematogénica (en-
contrada nos ossos |ongos, nos 0SsOS chatos, no esterno e nas coste|as), na
qual desenvolvem-se os elementos figurados do sangue, e medula éssea ama-
rela, preenchida por tecido adiposo e encontrada na cavidade medular dos

0SSOS |ongos.

Tanto o osso compacto quanto o 0sso esponjoso possuem os mesmos
componentes histolégicos, mudando apenas a sua disposigéo estrutural, que

lhes confere tao distinta aparéncia.

Figura 10. Esquema de um osso longo, evidenciando suas porcoes: epifise,
metéfise e diafise.
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Matriz 6ssea

A matriz extracelular do tecido ésseo pode ser dividida em dois tipos

de constituintes: uma matriz orgdnica e uma matriz inorganica.

* Matriz orgénica: formada principalmente por coldgeno |, cujas fibras
estdo imersas em um meio gelatinoso de mucopolissacarideos, dgua e
eletrélitos, além de glicoproteinas especificas com grande afinidade pelo

célcio (osteocalcina, por exemplo).

* Matriz inorganica: representa cerca de 50% da matriz dssea, e é
composta de fons, principalmente de célcio e fosfato, além de bicarbo-

nato, magnésio, potassio, sédio e citrato em pequenas quantidades.

Assim que é produzida, a matriz 4ssea ainda ndo estd classificada e
possui uma consisténcia delicada, sendo chamada osteoide. |,ons de célcio e
fosfatos provenientes da circu|agéo sanguinea se ligam, formando cristais de
hidroxiapatita (Ca1O(PO4)6(OH)Q). Esses cristais de hidroxiapatita, por sua
vez, ligam-se as fibras de colégeno | do osteoide, promovendo o endureci-

mento caracteristico do osso.

Células do tecido 6sseo

* Osteoblastos

S30 as células do tecido 6sseo encarregadas de produzir a osteoide, a
parte organica da matriz 4ssea. Sdo células grandes e cuboides com vérias
expansdes citoplasméticas que se ligam as expansées citoplasmaticas dos
osteoblastos vizinhos. Mantém essas caracteristicas descritas até o enrijecimento

da matriz éssea decorrente da ligacdo da hidroxiapatita & osteoide.

 Ostedcitos

Quando ocorre o enrijecimento da matriz 4ssea, os osteoblastos ficam

aprisionados em espacos chamados lacunas (ou osteoplastos), que circunscre-
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vem a estrutura principal das células. A partir desse momento, suas caracterfsti-

cas se modificam e eles passam a ser chamados ostedcitos.

A interrupcao da produgéo de matriz faz com que toda a célula se
retraia, tornando-se achatada e com pouca basofilia. Os pro|ongamentos celu-
lares percorrem canais, os canaliculos ésseos que vao se ligar as lacunas e
canaliculos vizinhos, constituindo uma rede que vai permitir a intercomunicagao
entre os prolongamentos dos ostedcitos, permitindo a sua nutricao a partir de

vasos sanguineos que atravessam a estrutura dssea.

Embora ndo produzam mais matriz, a presenca dos ostedcitos ¢ essencial
para a homeostase do tecido e a manutencdo da matriz éssea. A morte de uma

dessas células é seguida pela reabsorcio da matriz que a envolve.

 Osteoclastos

Localizadas na superficie do tecido ésseo que vai ser “reabsorvido”,
essas células sdo caracterizadas por sua grande dimenséo, sua multiplicidade de
ndcleos, sua mobilidade e por possuir varias projecoes celulares na face voltada

para o tecido 6sseo.

A superﬁ'cie dos osteoc|astos, que estd em contato com a regiao onde
ocorrerd a reabsorcdo da matriz 6ssea, ¢ rica em microprojecdes celulares
irregulares, chamadas também borda em escova. O citoplasma, principal-
mente nessas dreas, contém abundantes vesiculas e vaciolos, cujo material
vai realizar a hidrélise enzimatica da osteoide, liberando o célcio para ser

reutilizado pelo organismo.

Todo tipo de osso vai possuir dois elementos essenciais que revestem
suas superfl'cies internas e externas. Essas estruturas sdo, respectivamente, o
endésteo e o peridsteo, e sio responséveis, principalmente, pela nutricao,

crescimento e recuperagéo o|e danos NOS OSSOS.
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* Endésteo: ¢ representado por uma camada de células osteogénicas
achatadas que revestem a cavidade do osso esponjoso, o canal medular

e os canais o|e Havers (4 o|e Vo||<mann.

* Periésteo: ¢ a camada de tecido conjuntivo denso, muito fibroso na
sua porcao mais externa, estando ancorado ao osso por suas fibras
colagenas, que a ele se ligam fortemente (fibras de Sharpey). Sua
porcao mais interna, mais proxima do osso, é mais celular, com células

osteoprogenitoras, sendo bastante vascularizada.

Essas células osteogénicas (ou osteoprogenitoras) apresentam caracte-
risticas semelhantes aos fibroblastos. Porém, quando ativadas, dividem-se por
mitose e diferenciam-se em osteoblastos, atuando na reparacdo de fraturas e

possibilitando o crescimento dos ossos.

Tipos de tecido 6sseo

Histo|ogicamente, o tecido 4sseo pode estar estruturado de duas for-
mas distintas: o tecido ésseo primario e o tecido ésseo secundério. As células
e componentes da matriz sdo os mesmos nos dois tipos e essa distingéo se

refere & disposicao das fibras coldgenas na matriz éssea.

* Tecido ésseo primério
O tecido 6sseo primdrio (ou imaturo) se estrutura durante a vida

embriondria ao ocorrer a primeira ossificacdo, ou durante a reparagio de

uma fratura.

Nesse tipo de osso, as fibras colagenosas estdo dispostas aleatoria-
mente, sem orientagao definida, havendo uma menor quantidade de mine-
rais, o que confere a esse tecido 6sseo resisténcia menor que o tecido

bsseo secundério.
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* Tecido 6sseo secundario

O tecido 6sseo secundario (ou lamelar) surge em substituicdo ao
tecido 6sseo primario. No tecido ésseo secundério, as fibras colagenosas se
organizam de modo a formar lamelas concéntricas ao redor de canais onde
transitam vasos sanguineos. Esse conjunto ¢é chamado sistema de Havers, e
confere ao osso secundério maior resisténcia do que o osso primario. O
canal no centro das lamelas 6sseas que contém um vaso sanguineo é chamado
canal de Havers. Acompanhando a arquitetura ramificada dos vasos sangui-
neos, h4 canais transversais chamados canais de Volkmann. Os canais de
Volkmann ligam os canais de Havers entre si e os canais de Havers com a

cavidade medular e com a superficie externa do osso (Figura 11).

Figura 11. Sistema de Havers ou ésteon: LC — lacunas, CN - canaliculos,

CH — canal de Havers, SH — sistema de Havers.

Tipos de ossificacdo

No embrido, a formacdo do osso ocorre por meio de dois mecanis-

mos: a ossificacdo intramembranosa e a ossificacdo endocondral.

Histologicamente, ndo ha diferencas entre os tecidos 6sseos formados
por esses dois tipos de ossificagéo, e ambos produzirdo tecido dsseo primério,

o qual seré reabsorvido e substituido por tecido ésseo secundario.
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* Ossificagdo intramembranosa ou endoconjuntiva

A designagéo intramembranosa ¢ conferida a esse processo por ele
ocorrer em uma érea de densificagio de elementos fibrosos do tecido conjun-
tivo embrionério, erroneamente denominado membrana conjuntiva. Atualmen-
te, h autores que utilizam a designagé’o endoconjutiva para ressaltar que esse

processo de ossificagéo ocorre no tecido conjuntivo.

As células mesenquimais, de determinada érea do mesénquima progra-
mado a se diferenciar em tecido ésseo, comegam a se diferenciar em osteoblastos,
gque por sua vez iniciam a produgéo de osteoide. O local onde se inicia a
ossificacdo é chamado centro de ossificacdo primaria. Nesse novo tecido, os
osteoblastos estabelecem contato e, com a deposigéo de célcio no osteoide,
se transformam em ostedcitos. Assim estruturam-se os canaliculos ésseos, as

lacunas e todas as outras estruturas caracteristicas do tecido ésseo.

As regides do mesénquima que ndo se diferenciam em células Ssseas
originam o peridsteo na superficie externa e o endésteo na superficie interna

do osso em formacdo.

Nos processos de reabsorgéo e reestruturagdo éssea que se seguem, se
originam as camadas de osso compacto que constituem a superficie periférica

desses 0SSOs.

* Ossificagdo endocondral

A ossificacdo endocondral ¢ o processo de formacdo dos ossos longos

e curtos, a partir de um molde de tecido cartilaginoso.
Pode-se dizer que este processo segue os seguintes passos:

1- Ao redor da peca cartilaginosa, o pericéndrio comeca a se ossificar,

formando, assim, um cilindro ésseo ao redor da peca de cartilagem.

92- Os condrécitos, situados no interior deste modelo cartilaginoso, se

hipertrofiam, dilatando as suas cépsulas. Eles também, quando
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hipertrofiados, produzem fatores angiogénicos (fator de crescimento
endotelial vascular — VEGF) que induzirdo & formacao de vasos sangui-

neos a partir do pericéndrio.

3- Com o surgimento desses vasos sanguineos, as células condrogénicas
se transformam em osteogénicas, dando origem a osteoblastos. Estes
osteoblastos iniciam a produgéo de osteoide, que enrijece formando
centros de ossificagdo primaria, colaborando na formacdo de um colar

subperiéstico ao redor da “difise” cartilaginosa.

4- Esse colar 6sseo impede a difusdo dos nutrientes para o interior da
cartilagem, levando & morte dos condrécitos hipertrofiados, formando

grandes concavidades no interior do molde cartilaginoso.

5- Osteoclastos, ao reabsorver o tecido ésseo, formam orificios no
colar 6sseo, permitido que um broto vascular periéstico (composto de
células osteogénicas, células hematogénicas e vasos sanguineos) penetre

nas cavidades do molde cartilaginoso.

6- As células osteogénicas que penetraram no molde diferenciam-se em
osteoblastos, iniciando a produgéo de tecido ésseo por sobre os restos
de cartilagem ainda existentes, formando um complexo cartilagem

calcificada/osso calcificado.

7- Conforme o osso subperidstico se espessa, osteoclastos comecam
a reabsorver o material do complexo cartilagem calcificada/osso
calcificado, aumentando a cavidade interna da didfise, que serd a

futura cavidade medular.

8- Nas epifises, ocorre um processo semelhante a ossificagéo da diéfise,
com a diFerenga de ndo se formar um colar ésseo. As células osteogénicas
invadem as cavidades ocasionadas pela destruigéo da cartilagem, produ-
zindo o complexo cartilagem calcificada/osso calcificado. Esse complexo
serd reabsorvido pelos osteoclastos, restando apenas a cartilagem hialina

do disco epifisério e a cartilagem articular.



72 1 Conceitos e Métodos para a Formacao de Profissionais em Laboratérios de Satide

3.5. Tecido sanguineo

O sangue ¢ um tecido conjuntivo especializado que circula em um
sistema fechado de canais, representado pelo coragdo, artérias, capilares e
veias. Além de transportar nutrientes a todas as células e retirar os produtos
téxicos resultantes do metabolismo, o sangue conduz, de um érgdo para o
outro, hormdnios e outras substancias reguladoras da atividade celular. O
sangue atua também nos processos de defesa, carregando anticorpos e células
que destroem agentes invasores e ajudam na cicatrizacado e recuperacao de
tecidos lesionados. O sangue ainda distribui calor, mantendo constante a
temperatura do corpo, e auxilia na manutengao do equilibrio 4cido/bésico e

osmético dos fluidos corporais.

No homem, o sangue consiste de um fluido viscoso, de cor vermelha e
tonalidade varidvel. Possui um pH levemente alcalino (7,4) e é responsével por

aproximadamente 79 do peso corporal (4/- 5,5 L num individuo adulto).

Os componentes do sangue podem ser separados por centrifugacdo,
desde que seja coletado com uso de anticoagulantes. Dessa forma, po-

dem-se obter:

* glébulos vermelhos (hemacias): representam de 429% a 47% do

volume total de sangue (hematécrito);

¢ glébulos brancos (leucécitos) e plaquetas: vao formar a “papa
] Plaq Pap
leucocitaria”, designacio conferida & camada delgada e translicida, que
G

representa apenas 196 do volume total de sangue;

* plasma sanguineo: componente liquido do sangue, no qual os outros
componentes estdo diluidos e que representa aproximadamente 55%

dO vo|ume CIO sangue.
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Plasma sanguineo

O plasma sanguineo ¢ a parte liquida do sangue, que transporta subs-
tancias sol(veis em 4gua. E constituido por 4gua, proteinas, glicose, sais mine-

rais e outros nutrientes, materiais de excrecao, horménios e anticorpos.
Dentre as proteinas presentes no p|asma, destacam-se:
* as albuminas: encarregadas de regular a pressao osmética do sangue;

* as globulinas: representam os anticorpos que atuam na defesa do

organismo;
* o fibrinogénio: atua nos processos de coagu|agéo sanguinea.

Na auséncia de anticoagulantes, o fibrinogénio, juntamente com os
outros elementos celulares do sangue, forma um coégulo. Esse processo de
coagulacdo permite a obtencdo do soro sanguineo, que ¢, essencialmente, o

plasma sanguineo sem o fibrinogénio.

Glébulos vermelhos

Nos vertebrados nao humanos, os glébulos vermelhos sdo também
chamados de eritrécitos (do grego erythros = vermelho). Porém, em huma-
nos, esses elementos, por ndo possuirem niicleo, sdo chamados hemacias. As
hemécias sdo estruturas altamente diferenciadas, encarregadas de manter em

estado funcional o pigmento respiratério, a hemoglobina.

As hemacias possuem a forma de um disco biconcavo de 6,5 a 8,5 um
de didmetro e 2 um de espessura na regido mais larga, sendo flexiveis, sem

organe|as (4 anuc|eao|as1 ! .

A concentracio normal de hemécias ¢ de +/- 4,5 ¢ 5,5 milhdes por

mm?® de sangue, na mulher e no homem, respectivamente.

" As hemécias sdo células anucleadas somente em mamiferos. Aves, peixes e répteis, por exemplo,
possuem hemécias nucleadas.
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Glébulos brancos

Essas células, também chamadas de leucécitos, sdo incolores e esféricas
quando no sangue. Sdo originadas na medula éssea e s6 permanecem na
circu|a<5‘éo sanguinea enquanto sao transportadas até os locais onde atuam. Ao
chegar nesses locais, orientadas pela |il:>eragéo de substancias quimiotéticas, os
leucécitos atravessam a parede dos vasos, por um processo chamado diapedese,
e, s6 entdo, ao atingirem os tecidos, é que vao desempenhar suas funcoes

especificas.

Em um individuo adulto normal hé entre 6.500 e 10 mil leucécitos por
mm?®. Quando esse niimero est4 alterado, pode ser classificado como leucocitose

(nGmero aumentado) e leucopenia (nimero reduzido).

De acordo com a presenca de granulos citoplasmaticos, os leucécitos

sdo classificados em dois grupos:

* os granulécitos, que possuem granulos primérios (lisossomos) e granu-

los especificos como os neutréfilos, eosindfilos e basdfilos;

* os agranulécitos, que possuem apenas granulos primarios e sdo os

monécitos e os linfécitos.

* Neutréfilos

Os neutréfilos sdo células esféricas também chamadas de leucécitos
po|imorFonuc|eares, sendo os mais numerosos, equiva|eno|o a aproximada-
mente 65% da popu|agéo total dos leucécitos circu|antes, e possuem granu-

los azurdfilicos.

Os neutréfilos ndo fagocitam quando transitam no sangue circulante,
mas tornam-se ameboides e fagocitérios ao atingir os tecidos, onde sdo muito
moveis, com a fungéo primordial de ingerir e destruir micro-organismos encon-
trados neles. Exerce papel principal nos estagios iniciais da resposta bacteriana

aguda, em lesGes teciduais, e ¢ o principal constituinte do pus.
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¢ Eosinéfilos

Os eosindfilos representam de 2% a 4% do total de leucécitos e
tém o mesmo tamanho dos neutréfilos. Seu nicleo ¢ bilobado e os granulos
citoplasméticos, altamente eosinofilicos, sdo ovoides e maiores do que os

granulos dos neutréfilos.

Representam a primeira linha de defesa contra parasitas, pois sdo
especializados na digestdo de complexos antigeno — anticorpo, caracteristi-

cos dos processos alérgicos.

¢ Baséfilos

S30 os leucdcitos menos frequentes no sangue, representando menos
de 1% do seu total. Seu nicleo ¢ vo|umoso, em forma de S retorcido e
irregular. Possuem granulos citoplasméticos grandes, baséfilos e metacromaéticos,
que Frequentemente recobrem o nicleo. Ao deixar a circu|agéo e penetrar no

tecido conjuntivo, adquirem aparéncia semelhante ao mastécito.

Ao entrar em contato com a|gum a|érgeno, os baséfilos exocitam seus
granulos e provocam uma reagao de hipersensibilidade imediata (anafilaxia),

que ¢, de fato, uma reagao exagerada do organismo no combate ao alérgeno.

* Monécitos

Os monécitos sdo as maiores células do sangue circulante e representam

de 3% a 8% da populagio leucocitéria.

Os monécitos sdo constituintes da unidade funcional denominada siste-
ma mononuclear fagocitério. Esse sistema se origina da célula mononuclear
fagocitéria, presente na medula éssea. A célula precursora atinge o sangue
circulante, onde permanece alguns dias completando sua maturacdo e se torna
um mondcito. Enquanto circulante, essa célula continua um monécito; porém,

quando realiza a diapedese e penetra no tecido conjuntivo, transforma-se num
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macréfago. Dependendo do 4rgdo no qual se encontre, esse macréfago rece-
be diferentes designacdes: células de Kupffer, no figado; macréfagos alveolares,
nos pulmées; células de Langerhans, na pele; microglia, no sistema nervoso

centra|; dentre outros.

¢ Linfécitos

De uma forma geral, os linfécitos sdo células pequenas (de 9 a 12
;,Lm) com nicleos centrais, ovoides ou reniformes, e cromatina condensada;
o citoplasma ¢ levemente baséfilo e se apresenta normalmente como um
anel delgado ao redor do nicleo. De 209% a 25% dos leucécitos
circulantes sdo células desprovidas de capacidade fagocitéria e podem ser

divididos em dois grupos:
Linfécitos B

Os linfécitos B se originam e amadurecem na medula éssea. Durante seu
amadurecimento, essas células produzem milhares de imunoglobulinas (anticorpos)
que sdo inseridas na sua membrana plasmética, permanecendo com seus sitios
de ligacdo expostos na superficie externa da célula. Quando esses anticorpos

S
membranares entram em contato com os seus antigenos, o linfécito B é “ativa-
do”, sofrendo mitoses e dando origem a dois tipos celulares: os plasmécitos e

p

as células de meméria (linfécito B de meméria).
Linfécitos T

Os linfécitos T sdo produzidos na medula 6ssea, mas terminam seu

processo de amadurecimento no timo, daf a origem de seu nome: linfécitos T.

Quando estas células concluem seu amadurecimento no timo, elas se

diferenciam em trés tipos celulares:

e linfécito T “helper” (auxiliar): essas células secretam fatores

que estimulam a acdo de outros linfécitos T e B;
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o linfécito T “supressor™: libera substancias que reduzem a acéo
de linfécitos T e B. Desempenha papel fundamental na supressao
da resposta aos antigenos do préprio individuo (doencas

autoimunoldgicas);

e linfécito T “citotéxico”: essa célula age diretamente sobre célu-
las estranhas, como, por exemplo, células transplantadas, e sobre
células infectadas por virus. Atuam de duas formas: secretando
proteinas chamadas perforinas, que formam orificios na membrana
das células atacadas, provocando sua lise; ou liberando substanci-

as que induzem as células-alvo & apoptose'?.

Alguns autores relatam ainda a existéncia de um terceiro grupo de
linfécitos, os linfécitos NK (natural killers) ou “assassinos naturais” . Esses linfécitos
representam aproximadamente 109% dos linfécitos circulantes, e recebem o
nome de NK porque atacam células cancerigenas e infectadas por virus sem a
necessidade de um estimulo prévio. Em uma distensdo sanguinea, nao é possi-

vel distinguir essas células.

* Plaquetas

Sao fragmentos citoplasmaticos pequenos (2 a 4 pum) e anucleados,
derivados dos megacariécitos residentes da medula 6ssea e desempenham
um importante papel na hemostasia'3, promovendo a coagu|agéo do san-
gue e ajudando na reparacao de danos na parede dos vasos, evitando

processos hemorragicos.

A apoptose é um tipo de morte celular que possui importante papel durante o processo de
diFerenciagéo, crescimento e desenvolvimento dos tecidos adultos normais e patolégicos. Fisiologica-
mente, a apoptose é um dos participantes ativos da homeostase, controlando o equilibrio entre a
proliferacdo e a degeneracdo celular, ajudando na manutengio do tamanho dos tecidos e érgaos. E
erroneamente conhecida como “morte celular programada", de vez que a deFinigEo correta é “morte
celular ndo seguida de autélise”.

13 Hemostasia ¢ um conjunto de mecanismos que o organismo emprega para coibir hemorragias, dizendo
respeito as rotinas de coagu|agéo sanguinea e reparagao de vasos.
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3.6. Tecido hematopoiético

O tecido hematopoiético é uma variedade do tecido conjuntivo
relacionado & produgdo dos elementos figurados (hemicias, leucécitos e

plaquetas), e proporciona um microambiente tissular propicio a esse processo.

Medula éssea

A medula 6ssea (do grego myelon = medula) é a cavidade 6ssea que
aloja um tecido delicado e gelatinoso, rico em vérios vasos sanguineos e uma

delicada rede de fibras reticulares. A medula éssea aloja o tecido hematopoiético.

Células-tronco, células progenitoras e células precursoras

As células mais importantes do tecido hematopoiético sio as células-

tronco pluripotentes, capazes de originar todas as células sanguineas.

As células-tronco pluripotentes tém a importante caracteristica de se
autorrenovar. Ao se dividirem, essas células dao origem a duas células-filhas,
sendo que somente uma delas vai continuar se desenvolvendo, permanecendo
a outra célula-filha como uma célula-tronco de reserva, tornando seu estoque

praticamente inesgotével.

Ao contrdrio do que se acreditava inicialmente, as células-tronco da
medula 6ssea tém uma capacidade de diFerenciagéo celular que nao se restringe
as células sanguineas. Inicialmente, as pesquisas se restringiam & utilizagdo de
células-tronco embrionérias, mas os estudos revelam a obtencdo de células-

tronco de um individuo adulto.

Depois de retiradas da medula éssea, as células-tronco sdo mantidas em
um meio de cultura no qual tém sua diferenciacio direcionada, havendo a
produgéo de células especializadas de um tecido especifico que se deseje
transplantar. Essas células sdo, entdo, utilizadas para substituir células afetadas

por processos patolégicos. Embora o tema ainda seja controverso e impregna-
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do de problemas de caréter ético, jé ha experiéncias bem-sucedidas na repara-

cdo de tecidos nervosos e cardiacos, dentre outros.

4. Tecido nervoso

O tecido nervoso tem sua origem do ectoderma, mais especificamente
no neuroectoderma, e forma o sistema nervoso. Esse sistema ¢ responsével
pelo bom funcionamento interno do organismo (sistema neurovegetativo) e

por mediar sua re|agéo com o meio ambiente (sistema nervoso cerebroespinhal).

O tecido nervoso ¢ constituido por células especializadas chamadas
neurdnios, responsaveis por definir a caracteristica fundamental desse sistema,
e por outras células que ddo suporte ao neurdnio, as células da neuroglia ou
neuroglia ou glia. A especializacio celular consiste na capacidade de receber
informagées externas ou internas e converté-las em impulsos elétricos que serdo

transmitidos por redes de comunicagao integradas e complexas.

O sistema nervoso pode ser dividido anatomicamente em sistema nervo-

so central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP).

4.1. Neurodnios

Os neurbnios também sdo chamados de células nervosas, e represen-
tam as unidades funcionais do tecido nervoso. Seu nimero no sistema nervo-
so humano aproxima-se da ordem de grandeza de 10'°. Funcionalmente, os
neurdnios sdo classificados em trés tipos principais: neurénios sensoriais,
responséveis por transportar os impulsos das terminacdes nervosas para o
SNC; neurdnios motores, que transportam o impulso do SNC em diregéo as
células efetoras; e os neurdnios que formam uma extensa rede intermediria
que liga os neurdnios sensoriais aos neurénios motores, chamados
interneurdnios'*. Grande parte dos neurbnios existente no corpo faz parte

desta rede intermediéria.

4 Os interneurdnios podem ser chamados ainda de neurdnios centrais, neurdnios intercalados, neurdnios
intermedidrios, dentre outros.
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Algumas caracteristicas estruturais sdo comuns a todos os neurdnios, sendo
possivel identificar trés regides morfolégicas com fungdes especificas: dendritos,
corpo celular ou pericério e axénio. O corpo celular, também conhecido como
pericério, contém o nlcleo e grande parte das organelas da célula, apresentando

regides basofilas denominadas corpiisculos de Nissl (Figura 12).

Do corpo celular partem prolongamentos que podem ser os dendritos
ou o axdnio. De acordo com o niimero desses prolongamentos, podere-
mos classificar os neurénios como multipolares (apresentam um axénio e
dois ou mais dendritos), bipolares (um axénio e um dendrito), ou unipolares

(um axénio que se divide em dois ramos em uma regido préxima ao corpo

celular) (Figura 12).

Figura 12. Neurénio.

Célula de
Dendritos i m!_l‘lﬂ

Sinapse

Representa o local de comunicagao entre dois neurdnios. Na sinapse

quimica, hé uma proximidade entre o botdo terminal do axénio de um neurdnio
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(chamado de botao pré-sinaptico) e o dendrito de outro neurénio (chamado
botao pés-sinaptico), sem que haja contato fisico entre esses dois elementos.
O espaco entre os dois neurdnios ¢ chamado fenda sinaptica. O botao pré-
sindptico contém mediadores quimicos (neurotransmissores) em seu interior,
armazenados em vesiculas sindpticas, que serdo liberados na fenda sinaptica
provocando o estimulo do neurdnio seguinte. O impulso nervoso, ao chegar
ao botdo sindptico, provoca a entrada de célcio, fazendo com que as vesiculas
sindpticas fundam-se & membrana pré-sinéptica, liberando os transmissores para

O espago extracelular.

Alguns transmissores, como a acetilcolina (ACh), noradrenalina (NA),
dopamina (DA) e serotonina foram identificados. A acetilcolina, por exem-
plo, é o transmissor que funciona entre o neurénio e o masculo estriado
esquelético. O efeito do transmissor é rapidamente interrompido apés ter sido

liberado na fenda sindptica (Figura 13).

Figura 13. Representacao de uma sinapse neural, demonstrando as vesiculas
repletas de neurotransmissores que sdo liberados na fenda sinéptica, ligando-
se aos receptores da membrana pés-sindptica e dando continuidade ao im-
pulso nervoso.

Terminal
pré-sinaptico

Vesicula
sinapticas

Fenda
sinaptica

Neurotransmissore

Membrana poés-sinaptica
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4.2. Neuroglia

A neuroglia atua na estruturagio do SNC e ¢ conhecida como células
da glia ou neuroglia. Sao identificados trés principais tipos celulares: astrécitos,
oligodendrécitos e microglia.

* Microglia

Séo os macréfagos do SNC, responséveis pela remocdo de restos celula-
res durante o desenvolvimento normal do sistema nervoso e pe|a Fagocitose de

outras substancias estranhas que possam aparecer o SNC. S3o células ricas em

lisossomos e apresentam reticulo endoplasmético rugoso bem desenvolvido.
o Astrécitos

Sao as maiores células da neuroglia. Dividem-se em dois tipos:
protoplasméticos (predominantes na substancia cinzenta) e fibrosos (predomi-
nantes na substancia branca). Essas células apresentam numerosas projecoes
citoplasméticas que envolvem grande parte dos vasos sanguineos (chamadas
pés-vasculares) e se expandem em direcdo aos neurdnios (pés-terminais). Par-
ticipam do processo de regu|ag§o do transporte de substancias para os neurénios

do SNC, contribuindo para a formagdo da barreira hematoencefalica.
* Oligodendrécitos

Esse tipo celular ¢ o responsével pela Formagéo da fibra nervosa do
SNC. Seus prolongamentos sio capazes de envolver os prolongamentos
dos neurdnios, podendo formar a bainha de mielina de vérios neurénios ao
mesmo tempo.

o Células de Schwann

S3o as células responséveis pela formagéo da fibra nervosa no SNP. As
células de Schwann podem se enrolar em volta do axénio seguidas vezes,

formando a bainha de mielina. Sao necessérias vérias células de Schwann para

envo|ver um axonio.
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* Epéndima

Geralmente classificada como constituinte da neuroglia, forma o reves-
timento dos ventriculos e do canal espinhal (cavidades repletas de liquido).
Em muitos locais do encéfalo, o revestimento ependimério é modificado de
modo a permitir a produgéo do liquido cefalorraquidiano a partir das a|gas de
capilares adjacentes. A unido dessas a|gas com as células ependimérias modifi-

cadas ¢ chamada plexo coroide.

Conducdo do impulso nervoso

As células do nosso corpo, principalmente as células do tecido nervo-
so, apresentam um potencial elétrico na sua membrana plasmética. Esse po-
tencial elétrico confere uma carga positiva na face externa da membrana
plasmética e uma carga negativa na face interna. Essa po|arizagéo da membra-
na se deve as variagdes de concentracbes de fons entre o meio intra e
extracelular. Essa diferenca ¢ mantida pelo funcionamento da bomba de Na*
e K*, gracas a presenca de ATPases na membrana que liberam energia para
o transporte dos fons. Em uma condicdo de repouso, a concentracio externa
de Na™ ¢ maior do que a interna e a concentracdo interna de K* ¢ maior do

que a externa.

Quando um neurdnio ¢ estimulado com determinada intensidade, hé
uma modificacdo do funcionamento da bomba idnica. O estimulo provoca um
aumento da permeabilidade da membrana plasmética do neurénio ao fon sédio,
levando & entrada deste fon no citoplasma. Essa entrada de ions sédio provoca
uma inversdo local da polaridade da membrana: a face interna da membrana
passa a ter carga positiva, e a face externa, carga negativa. Essa inversdo de
polaridade se propaga pela membrana da célula nervosa, normalmente dos
dendritos ao axénio, sendo que as regides iniciais tendem a voltar a seu estado

inicial de polarizacdo pela acdo da bomba de Na™ e K*.
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Nas fibras nervosas que possuem bainha de mielina, o impulso adquire
uma caracteristica distinta de “condug@o saltatéria”. A bainha de mielina ndo é
continua em todo o axénio. Alguns pontos entre as células formadoras da
mielina ficam sem mielina, sendo estes locais chamados nédulo ou né de
Ranvier. A presenca desses nés torna a condugéo do impulso mais répida,
visto que a onda de despo|arizagéo salta de um né para o outro (a bainha de

mielina funciona como um isolante).

A onda de despo|arizagéo, ao chegar ao botdo pré-sindptico, provoca a
fusdo das vesiculas, que contém os transmissores, & membrana plasmética. Os
transmissores sdo liberados na fenda sindptica e, ao entrar em contato com os
receptores presentes na membrana do botdo pés-sindptico, provocam uma

nova onda de despo|ariza<5‘éo no neurdnio seguinte.

5. Tecido muscular

O tecido muscular ¢ formado por células especializadas cuja funcao ¢
a contragdo. Essas células sdo também chamadas fibras musculares, e sdo
encontradas agrupadas em massas macroscépicas denominadas mésculos, que
s3o as estruturas ativas do aparelho locomotor, enquanto os ossos sdo as

estruturas passivas.

Os tecidos musculares podem ser classificados em: tecidos musculares

estriados, que podem ser esqueléticos ou cardiacos, e tecidos musculares lisos.

5.1. Tecido muscular estriado esquelético

O tecido muscular estriado esquelético constitui a maior parte da muscu-

latura dos vertebrados e recobre totalmente o esque|eto, estando inserido nos

ossos (Figuras 14 ¢ 15).

Os misculos esqueléticos sao de contracdo voluntéria e se formam pela

fusao de células precursoras (mioblastos), originando uma célula cilindrica ex-
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tremamente longa (atingindo vérios centimetros), com muitos ntcleos periféri-

cos, e com estriagoes transversais.

O citop|asma das fibras musculares esque|éticas encontra-se rep|eto por

miofibrilas, possuindo reticulo sarcoplasmético, mitocéndrias e outras organelas.

As miofibrilas sdo estruturas cilindricas que se estruturam formando
sarcomeros, que sdo as unidades funcionais (contréteis) do misculo esquelético.
O alinhamento dos sarcémeros ¢ responsével pelas estriacoes transversais pre-

sentes nos ml:ISCUIOS estriados.

Os sarcdmeros das miofibrilas sdo compostos de miofilamentos que vao
gerar a contracao muscular. Esses filamentos contréteis sdo formados por um

conjunto de proteinas, e podem ser:
* Miofilamentos finos de actina
S3o compostos por actina, tropomiosina e tropomina.

A actina que constitui filamentos é chamada actina F (filamentosa) e ¢
constituida por mondmeros de actina G (globosa). A actina globosa possui

duas polaridades, que vao orientar a Formagéo do filamento proteico.

A tropomiosina ¢ formada por duas cadeias polipeptidicas enroladas
em alfa-hélice, que vdo ocupar o sulco formado pelos filamentos de actina F.
Cada molécula de tropomiosina se estende por 7 monémeros de actina e se

liga a um complexo troponina.

A troponina é um complexo formado por trés proteinas: Tnl, TnC e
TnT. A troponina T se liga & molécula de tropomiosina; a troponina | ¢
responsével por inibir a |igag§o da miosina com a actina; e a troponina C se liga

aos fons de célcio.

* Miofilamentos grossos de miosina

Esses filamentos sdo espessos e podem ser subdivididos em duas estru-

turas essenciais. A porcao mais alongada, que compée a cauda da molécula de
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miosina, da estruturacio ao miofilamento de miosina de uma forma geral ¢ ¢
chamada meromiosina leve. Na extremidade dessa porcdo alongada, encon-
tra-se uma “cabega", semelhante & extremidade de um taco de go|Fe, que
recebe 0 nome de meromiosina pesada, juntamente com um discreto “pesco-
go"‘ A meromiosina pesada possui atividade ATPésica e é responsével pela

interagdo com os filamentos de actina.

Nos sarcomeros, esses miofilamentos estdo organizados de forma apro-
priada, que compde é4reas claras e escuras que se intercalam, formando todo
um conjunto de bandas (I, A, H) e de linhas (Z e M) que, ao se repetirem
por toda a extensdo da fibra muscular, sdo responséveis pela imagem das

estriagdes transversais visualizadas ao microscépio de luz.

Figura 14. Misculo estriado Figura 15. Misculo estriado

esque|ético (corte |ongituo|ina|). Esque|ético (corte transversal).

5.2. Tecido muscular estriado cardiaco

O misculo cardiaco é um mésculo de contracdo involuntéria e, assim
como o esquelético, é constituido por fibras que apresentam estrias transver-

sais, denotando a organizacao dos seus miofilamentos em sarcémeros (Figu-

ras 16 e 17).



Histologia | 87

As células cardiacas sdo envoltas por uma delicada camada de tecido
conjuntivo, e suas células sdo alongadas, mas ndo tanto quanto as esqueléticas,
e ramificadas, com um ou dois niicleos centrais.

Unindo duas células cardiacas, hé complexos juncionais especializados
chamados discos intercalares. Os discos intercalares sdo visualizados ao mi-
croscépio de luz como uma linha mais escura, na forma de uma reta ou em
degraus, e sdao compostos por juncoes de adesdo, desmossomos e jungoes

comunicantes. S3o estruturas caracteristicas do tecido muscular cardiaco.

Figura 16. Musculo estriado cardiaco  Figura 17. Misculo estriado

(corte |ongitudina|). cardiaco (corte transversa|).

5.3. Musculo liso

As células do masculo liso sdo alongadas e fusiformes, com um Gnico
nicleo oval e central. Sdo células de contracdo involuntéria, presentes na
parede de vérios 6rgdos, como, por exemplo, a via digestéria, na qual sdo
responsaveis pelos movimentos peristalticos (Figura 18).

As células musculares lisas sdo envoltas por uma ldmina basal ¢ uma fina
rede de fibras reticulares, que recebe a denominacdo lamina externa. Como
nos outros tipos de tecido muscular, os seus elementos contréteis sdo os
miofilamentos de actina e miosina. A diferenca reside no fato de esses
miofilamentos ndo estarem dispostos na forma de sarcémeros, mas de forma

aleatéria. Assim, ndo ha estriacdes transversais em sua estrutura. Além
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disso, os filamentos de actina sdo formados somente de moléculas de
actina e tropomiosina.
O célcio utilizado na contragdo muscular desse tecido ¢ armazenado no

interior da célula, em vesiculas denominadas cavéolas.

Esse tipo de masculo recebe inervacoes simpaticas e parassimpaticas
(que sdo antagdnicas), mas ndo ha estruturas parecidas com a placa motora. As
fibras nervosas liberam neurotransmissores (acetilcolina e noradrenalina) no es-
paco intercelular que se difundem, a|cangano|o e despolarizando as células
musculares. Quando despolarizadas, as cavéolas liberam o célcio e se inicia a

contracdo dos miofilamentos.

Figura 18. Musculo liso (corte longitudinal).
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Capitulo 3

Técnicas histolégicas
Luzia Fatima Gongalves Caputo

Lycia de Brito Gitirana
Pedro Paulo de Abreu Manso

A histologia ¢ a ciéncia que estuda as células no contexto da estrutura
tecidual e a inter-relagio delas com os constituintes da matriz extracelular. A
histotecnologia proporciona o entendimento dos fundamentos técnicos para a
anélise dos elementos teciduais, normais ou patoldgicos, isto ¢, suas células e

os elementos da matriz extracelular, abrangendo diversas técnicas histoquimicas.

Os procedimentos técnicos aplicados na histotecnologia incluem técni-
cas citoquimicas, histoquimicas, imuno-histoquimicas, voltadas para a pesquisa
cientifica e para o diagnéstico patoldgico, além de anélises em nivel de
microscopia eletrénica. Neste capitulo, serdo realizadas consideragées somente
sobre as técnicas histolégicas voltadas para a anélise histoquimica e imuno-

histoquimicas dos tecidos.

A técnica histolégica representa um conjunto de procedimentos técnicos
que, inicialmente, se difundiu entre os diversos profissionais das ciéncias natu-
rais, como os botanicos e zoologistas, sendo empregada também pelos

anatomistas e histologistas da época. Geralmente, os estudiosos utilizavam um
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microscépio simples para descrever os tecidos; porém, somente duzentos anos
apds a descoberta do microscépio, a utilizacdo da técnica histolégica foi utilizada
como ferramenta para diagnéstico histopatolégico. Por volta de 1828, Rudolph
Virchow, médico alemao e antropologista, utilizou a anélise histopatolégica como
ferramenta bésica e essencial em qualquer laboratério de histologia e/ou anatomia

patoldgica para elaborar as bases da patologia celular.

Histotecnologista, ou histotécnico, é a designacdo conferida ao profissi-
onal responsével por executar a técnica histolégica para atuar em instituicoes de
satde, instituicdes voltadas & pesquisa cientifica e ao controle de qualidade,
normalmente em laboratérios de histo ou anatomopatologia. Sua Fungéo, além
de ser essencial aos servicos de satide, pelo apoio ao diagnéstico e ao trata-
mento de pacientes, estd também localizada de forma central no modero

paradigma médico anatomoclinico.

Os procedimentos utilizados para se obterem amostras de tecido ou
preparados histolégicos retirados de um organismo para exame microscépico
incluem: coleta do material, fixagéo, clivagem, processamento, inclusdo,
microtomia (corte) e co|oragéo. No caso de tecidos calcificados, o material é
descalcificado apés a fixagéo e, em seguida, realizam-se os outros procedimen-

tos, os quais discutiremos um a um.

Vale a pena ressaltar a importancia do planejamento para a execugao de
qualquer procedimento que envolva a técnica histolégica, pois tal planejamen-
to facilita e evita acontecimentos indesejados durante a rea|izagéo de qualquer
etapa desse processo. De forma geral, a organizacdo ¢ um dos principais
fatores para se criar um ambiente seguro para o desempenho do trabalho. Um
laboratério limpo e organizado é fundamental para se desenvolver um bom
trabalho, ao contrério de um que apresente bancada entulhada por materiais e
sem espaco adequado para a rea|izagéo dos procedimentos. Deve-se evitar
também empilhar caixas e deixar coisas pelo chdo, obstruindo ou dificultando o

transito dos trabalhadores no laboratério.
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1. Coleta, fixagdo e clivagem

A . Coleta

Consiste em remover amostras de tecido de um determinado organismo.
Essa coleta pode ser feita quando o organismo ainda esté vivo, por meio de
bidpsia ou durante uma cirurgia, ou mesmo post mortem, durante a rea|izag§o

de necropsia de animais ou seres humanos.

Quando a coleta ¢ realizada para diagnéstico de determinada enfermi-
dade, o material originado de necropsia ou bidpsia deve ser previamente
analisado por um patologista, o qual forneceré o laudo macroscépico, ressal-
tando aspectos macroscépicos da peca anatomica, como cor, tamanho e
aparéncia do 6rgdo analisado. Durante a coleta, também devemos respeitar
algumas regras que sdo fundamentais para a boa qualidade final da amostra,

que serdo abordadas mais adiante.

Apbds a coleta, o material deve ser registrado em um livro préprio de
protocolo, para registro. Por meio desse registro, o material serd identificado
por um ndmero, que o acompanharé durante todos os procedimentos da
técnica histolégica. Em instituicoes credenciadas para realizar procedimentos
histopatoldgicos, o material obtido cirurgicamente deve ser acompanhado de
uma ficha com o pedido da anélise histopatolégica, contendo a identificacdo
do érgdo e as datas da fixagdo e de entrada do material no laboratério. Essa
ficha técnica deverd conter a identificagéo do paciente (nome, sexo, cof,
idade, estado civil, nacionalidade, naturalidade e profissdo) e, no caso de
paciente de rede hospitalar, deverdo ser informados sua qua|ificagéo (registro
ou nimero do |eito), registro ambulatorial, ou consultério particu|ar, identifica-
cdo do médico responsavel, data da intervencdo cirdrgica, descricio da bidpsia,
morte ou necropsia, e outros dados que o médico julgar importantes, que

auxiliardo o histopatologista no diagnéstico.
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Para material proveniente de trabalhos experimentais com animais em
instituicdes de pesquisa credenciadas, o registro deveré ser feito apds a
eutanésia, em livro préprio. No livro de registro experimental devem cons-
tar a identiFicagéo do laboratério, a data da eutanésia, os 6rgdos colhidos,
o tipo de procedimento realizado com o animal experimental (por exem-
plo, infeccdo), o titulo do projeto e as observacdes necessérias para avali-
acao do pesquisador ou tecnologista. Atualmente, deve-se realizar tam-
bém o registro no comité de ética da instituicdo, que aprovara a realizacao
da pesquisa, fornecendo o niimero de protocolo. Esse nimero é importan-
te, pois deve ser informado ao se elaborar um trabalho cientifico, seja uma
dissertagéo de mestrado, tese de doutorado, pub|icag§o em revista indexada,
ou outro meio de divu|ga<5‘éo cientifica. Tratando-se de animal experimental
nativo, originério diretamente do meio ambiente, o pesquisador deve sub-
meter o seu projeto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovéveis (Ilbama) a fim de obter uma autorizacdo para
coleta, sem a qual poderé estar sujeito a sangoes da |egis|agéo vigente.
Sem esses registros, o material ndo poderé ser manipulado no laboratério,
podendo o responsavel pela coleta responder a processo na Justica por

desrespeito s leis vigentes no territério nacional.

Notas de biosseguranca

Todo material biolégico coletado para anélise é potencialmente infectante.
Assim, deve-se ter muito cuidado durante a coleta e a manipulacdo dos
espécimes, utilizando sempre os equipamentos de protecao individual (EPI).
E imprescindivel, durante os procedimentos de coleta, o uso de luvas,
jaleco, méscara e 6culos de protecdo. Vocé deve ainda procurar se informar
na instituicao sobre qual é a politica de descarte de material infectado.

Nunca descarte material biolégico ou seus derivados em lixo comum.
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B. Fixagdo

Vocé a|guma vez refletiu sobre o que acontece quando esquecemos um
pedago de carne fora da ge|ao|eira'? Por que a carne apodrece? O que,

rea|mente, acontece com esse material?

Ao se remover qualquer material (érgdo ou tecido) de um organismo
apds a sua morte, esse material inicia um processo de autélise, ou seja, por ndo
receber o suprimento necessério de oxigénio e de substancias essenciais ao seu
funcionamento, comeca a haver acimulo de diéxido de carbono nos tecidos e,
em suas células, inicia-se o processo autolitico, no qual enzimas lisossomais

atuam no citoplasma da prépria célula.

AO se CO|OCGT um pedago o|e carne na ge|adeira, €sse processo ¢

atrasado; porém, fora da geladeira a autélise ¢ acelerada.

Assim, ao se analisar as estruturas teciduais de um determinado 6rgdo ao
microscopio, precisa-se preservar os tecidos, sendo imprescindivel a rea|izagéo

CIO processo o|e ﬁ'xagéo.

A fixacdo ¢ uma das etapas mais importantes da técnica histolégica, pois
visa interromper o metabolismo celular, estabilizando as estruturas e os compo-
nentes bioquimicos intra e extracelulares, preservando e conservando os ele-
mentos teciduais, além de permitir a penetracao de outras substancias

subsequentes a fixagdo.

Diversos protocolos de fixagéo e tipos de fixadores sdo citados na
literatura técnica; porém, nenhum desses procedimentos de fixacdo ¢ reconhe-
cido como perfeito. Alguns fixadores se revelam excelentes para determinadas
estruturas tissu|ares, enquanto outros sdo preFerenciais para as células ou mes-
mo excelentes para anélise da bioquimica tecidual. Além disso, h4, também,
fixadores indicados para a preservacao da antigenicidade dos elementos teciduais
que serdo analisados pela imuno-histoquimica, em contraste com aqueles que

ndo preservam as moléculas antigénicas. Porém, nao existe um fixador ideal que
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alcance todos os objetivos da Fixagéo, mas deve-se investigar qual o fixador
mais apropriado para o tipo de material a ser analisado. Por essa razao, deve-
se consultar a literatura cientifica antes de se realizar qualquer tipo de experi-

mento ou intervencao cirlrgica.

Basicamente, existem dois tipos de Fixagéo: a fisica e a quimica. De fato,
sempre se utiliza uma associacao dos dois tipos de Fixagéo, pois mesmo a
fixacdo quimica sempre pode sofrer a influéncia de um fator fisico ambiental,
como a temperatura. QOutros fatores fisicos podem influenciar na Fixagéo, como

as ondas e|etromagnéticas (micro-ondas) e a agitagao molecular (ultrassom).

A fixagdo quimica ¢ obtida quando se utilizam substancias quimicas
capazes de formar reagdes com os sitios das biomoléculas, estabilizando-as e

impedindo a alteracdo tecidual, tanto quimica quanto fisica.

Inicialmente, os fixadores eram divididos em duas classes: (1) fixadores
coagu|antes ou desnaturantes, que precipitam as proteinas dos tecidos. Esses
fixadores também sdo chamados de fixadores nao aditivos, pois ndo se ligam as
proteinas; (2) fixadores ndo coagulantes ou aditivos, que se ligam as protei-

nas, precipitando-as.

Sabe-se pouco sobre os efeitos dos fixadores quimicos; porém, na
técnica histoldgica se utiliza uma ou mais substancias quimicas, denominadas
liquidos ou misturas fixadoras, reunindo vérias substancias numa tentativa de
superar as desvantagens de uma determinada substancia pe|a vantagem de outra
substancia adicionada & mistura. Tais misturas sdo capazes de agir sobre os

tecidos de forma a buscar a melhor preservacio dos elementos teciduais.

A escolha de um fixador depende da natureza do processo patolégico
presente no tecido, da estrutura celular e/ou tecidual, ou, entdo, da natureza
bioguimica do elemento que se deseja preservar. Por essas razdes, o histotécnico
deve conhecer os diversos tipos de fixadores e saber qual a compatibilidade

do fixador com os diversos métodos de co|oragéo, com a propriedade antigénica
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do elemento tecidual, visando adequar o tipo de fixador com a propriedade
dos vérios tipos de tecidos. Essas inFormagées s3o importantes para auxiliar o

pesquisador ou o patologista.

Atualmente, com frequéncia se utiliza a classificacdo de fixadores des-
crita por Leong (1996), que teve como base a classificacdo desenvolvida por
Hopwood (1977), sem muitas alteracdes. Leong classificou as substancias

fixadoras da seguinte maneira:

» Fixadores aldeidos: formaldeido, glutaraldeido e paraformaldeido co-

mercial.

» Agentes oxidantes: tetréxido de ésmio, dicromato de potéssio,

permanganato de potéssio e &cido crémico.

. Agentes desnaturantes ou coagu|antes de proteinas: metanol, etanol,

acetona e é4cido acético.

* Mecanismo desconhecido: cloreto de mercirio, 4cido picrico e sais

de zinco.

* Combinagdo de reagentes: tetréxido de smio e glutaraldeido, tetréxido
de 6smio e iodeto de zinco, glutaraldeido e carbodiamida e formaldeido

com glutaraldeido.
* Fixacdo a seco: carbowax 6000 (20% de polivinil — dlcool ou 20%
de polietileno glicol) ou Fixagéo no vapor.

* Micro-ondas: fixagéo pelas ondas eletromagnéticas com ou sem a

utilizacdo de agentes fixadores.

Sera dada maior atencdo aos fixadores aldeidos, pois estes sao fixadores
3 base de aldeidos de amplo uso nos laboratérios de anatomia patolégica e

de histologia.

Os fixadores aldeidos comumente utilizados sdo o formaldeido, o

glutaraldeido, e o paraformaldeido, que é o préprio formaldeido na sua forma
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pura polimerizada. Esses fixadores formam |igagées cruzadas com as protei-

nas tissulares, tornando-as insoliveis em forma de um gel.

Dentre os fixadores aldeidos, o formaldeido comercial é o mais usado
na rotina histolégica devido ao seu baixo custo financeiro, além de ser de
facil preparo. Contudo, algumas considerag()es se fazem necessérias. O
formaldeido comercial, um gés incolor, é comercialmente fornecido em solu-
cdo na concentracdo de 379 ou 40%. Ao se preparar uma solucdo & base
de formaldeido comercial a 10%, de fato a solucdo estaréd a 3,79 ou 4%;
apesar disso, convencionou-se chamar essa so|ugéo de formalina, ou
formaldeido a 10%. Outro ponto importante a se mencionar é que o
formaldeido, na presenca de 4gua, encontra-se na sua forma monomérica. J4
o paraformaldeido, por ser livre de metanol, ¢ muito utilizado para a fixagdo
de tecidos a serem analisados pela microscopia eletrénica, pois o metanol
pode ocasionar grandes prejuizos, interferindo nas anélises ultraestruturais.
Porém, o paraformaldeido comercial tem sido recomendado para anélise
imuno-histoquimica. Na realidade, o formaldeido contém polimeros de
paraformaldeido comercial, mas que sé serdo hidrolisados quando diluidos

em 4gua.

Quando o formaldeido é exposto & luz, isto ¢, ao oxigénio atmosfé-
rico e tecidual, ocorre a oxidagéo do formaldeido, formando é4cido férmico.
O 4cido férmico pode se precipitar nos tecidos sob a forma de um pigmen-
to de co|oragéo marrom, sendo considerado um artefato. Para se evitar a
Formagéo desse precipitado, deve-se preparar o fixador em so|ug6€s
tamponadas, ou, entdo, adicionar carbonato de célcio (giz) para neutralizar a
acdo do pH da solucdo. Contudo, o giz s6 é recomendado em dltimo caso,

pois poderé deixar éreas de pseudoca|cificagéo tecidual.

A seguir, encontram-se alguns dos fixadores aldeidos e suas princi-

pais caracteristicas:
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* Formalina 10%
Formaldeido comercial ...................................... 100 mL
Agua destilada .........oooooii 900 mL
Caracteristicas:
. so|u<5‘§o hipoténica (células intumescidas);
* pode levar & deposicdo de pigmento formélico;
* baixo custo;
* fixa bem as protefnas.
Tempo de fixacdo: 24-48 horas.

Lavagem: &gua corrente por 1 ou 2 horas.

Tratamento prévio dos cortes para a retirada do pigmento formélico
* Desparafinizar e hidratar as laminas até a dgua destilada.

* Imergir os cortes em uma so|ugéo saturada de 4cido picrico em etanol

95% por 24 horas.
e Lavar as laminas em 4gua corrente até desaparecer a cor amarela do
4cido picrico.

* Seguir com o protocolo da co|orag§o desejada.

Notas de biosseguranca

Ao manipular formaldeido, ou solucdes contendo essa substancia, deve-se
fazer uso de luvas, méscara com filtro préprio para vapores organicos, em local
arejado e com exaustdo. O preparo de solucdes fixadoras deve ser feito em
capela de exaustdo. Por serem muito volateis e sensiveis & luz, as solugdes
contendo formaldeido devem ser guardadas ao abrigo da luz em vidro dmbar

firmemente fechado. O formaldeido ¢ téxico quando ingerido, inalado ou em




98 | Conceitos e Métodos para a Formacao de Profissionais em Laboratérios de Satide

contato com a pele. A ina|agéo deste composto pode causar irritacdo nos
olhos, nas mucosas e no trato respiratério superior. Em altas concentragoes,
pode causar bronquite, pneumonia ou laringite. Este composto ¢é classificado
como carcinogénico e teratogénico. Nunca descarte solugdes contendo
formaldeido ou outras solucdes fixadoras em esgoto sanitario convencional;

procure saber a politica de descarte de produtos téxicos de sua instituicdo.

* Formol-salino

Formaldeido comercial.................................. 100 mL
Agua destilada..........oooooo 900 mL
Cloreto de s6dio.......oiveeiiie e 9g

Caracteristicas:
* solucdo isotdnica;
* pode levar & deposicio de pigmento formalinico;
¢ indicado para algumas reagoes histoquimicas.
Tempo de fixacdo: 24 a 48 horas.
Lavagem: 4gua corrente por 1 a 2 horas.

Indicado para algumas reagcoes histoquimicas.

* Formalina tamponada de Carson ou formalina em tampao Millonig

Formaldeido comercial .....................co 100 mL
Agua destilada..........ooooo 900 mL
Fosfato de sédio monobésico................................. 18,6 g
Hidréxido de sédio.......ooovviiri 4,2 g

Caracteristicas:

o utilizar solucgo isoténica em pH 7,2 - 7,4 (310 mOsm);
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* indicado para a microscopia eletrdnica e microscopia de luz;
* provoca menor extracao de elementos celulares;

* microtomia sofrivel de tecidos com muito sangue;

* ndo interfere na maioria das coloracées;

* fixa muito bem a maioria dos tecidos;

* preserva a imunorreatividade de horménios gastrintestinais, quan-
do preparado com paraformaldeido comercial no lugar do
prep P 8

formaldeido comercial.
Tempo de fixacdo: 24 a 72 horas.

Lavagem: &gua corrente por 1 a 2 horas.

* Formalina-alcoélica
Formaldeido comercial..............................ooo 100 mL
Alcool 959%. ..o 900 mL
Caracteristicas:

» utilizada para a observagéo de minerais (cobre, magnésio, ferro
e célcio); indicada para tecido nervoso, parasitas, glicogénio,

amiloide e mucossubstancias.
Tempo de fixacdo: 24 a 48 horas.

Lavagem: 4lcool 959 por 1 hora iniciando a desidratacdo.

* Formalina neutra tamponada 10%

Formaldeido comercial............................. 100 mL
Agua destilada.........cooooiii 900 mL
Fosfato de sédio monobésico..............ccoooiiiiiiii 4 g

Fosfato de sédio dibésico............coooiiiiii 6,5¢g
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Caracteristicas:
* solucdo hipotdnica (células intumescidas);
* aproximadamente 165 mOsm;
*pH 6,8;
e ¢ indicada para células pancreéticas, bactérias, alguns tipos de

carboidratos, células do tecido conjuntivo, fungos, minerais, teci-

do nervoso, pigmentos e glandulas.
Tempo de fixacdo: 24-72 horas.

Lavagem: 4gua corrente por 1 ou 2 horas.

* AFA ou FAA — élcool - formalina - acido acético:

Etanol (95 - 10096).....ooviiiiiii i 85 mL
Formaldeido comercial...........ooooviiii 10 mL
Acido acético glacial.........ooo 5 mL

Caracteristicas:
* ¢ um fixador de répida penetracdo;
* preserva relativamente bem a morfologia, 4cidos nucleicos e
carboidratos;
* 0s lipideos ndo sdo preservados;
* misturar no momento do uso;
* muito utilizado para fixar helmintos.

Tempo de fixacdo: 4 a 48 horas em tecidos ¢ 10 a 30 minutos para

esfregagos e/ou distensdes.

Lavagem: direto para o lcool 95% do processador.
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Vérios sdo os fatores que influenciam no processo da fixagéo, interferin-
do diretamente na preservacao tecidual e, em dltima instancia, no tecido que
se deseja observar. Assim, deve-se analisar criteriosamente o protocolo de
Fixagéo para identificar os fatores que podem influenciar diretamente na Fixagéo

do tecido a ser analisado e consequentemente interferir na preservacao tecidual.
Esses fatores sdo:
® temperatura;
* espessura do tecido;
* penetracao;
* tempo de fixagdo;
* escolha do fixador;
* relagdo volume do fixador tamanho do espécime;
* estocagem apropriada;
* pH do fixador;
* osmolaridade da solucdo fixadora;
* adicdo de sais na mistura;

* concentracdo dos fixadores.

C. Clivagem

A clivagem consiste em reduzir as dimensdes dos fragmentos dos teci-
dos coletados. Dependendo do tipo de fixador empregado, a clivagem pode-
r4 ocorrer em até algumas horas apés a Fixagéo‘ Na clivagem ideal, os fragmen-
tos devem atingir cerca de 3 mm de espessura; porém, dependendo do tipo

de 4rgédo, esse fragmento pode chegar a mais do que 5 mm (Figuras 1 ¢ 2).
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Figura 1. Clivagem de coluna verte-  Figura 2. Clivagem com 3mm de
bral de camundongos Swiss webster.  espessura.

.

A redugéo das dimensées do fragmento facilita a penetracdo dos
fixadores e a difusdo dos reagentes durante as demais etapas do processamento

dos tecidos.
Para uma boa anélise histo|égica, devemos respeitar a|gumas regras du-
rante a coleta, a fixagdo e a clivagem:
» fixar o tecido |ogo apos a coleta da amostra;
* retirar, primeiramente, os 6rgaos conhecidamente com alto metabolis-
mo, pois sado os primeiros a sofrer autdlise;
* nunca comprimir o material a ser fixado com pinca ou qualquer outro
instrumental, pois a Forga imprimida pode causar distorgéo da estrutura
tecidual;
® para se obter uma boa fixagéo de 6rgaos encapsu|ao|os, a cépsu|a deve
ser removida;
* 0s fragmentos devem possuir preferencialmente 3 mm de espessura,
pois geralmente os fixadores ndo penetram mais do que isto em tempo

hébil de evitar a autélise.
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* para se obterem fatias delgadas de érgaos compactos, como figado,
bago, rins, entre outros, coloque-os sobre uma placa de cortica ou
placa de Petri, previamente revestida com parafina, e com uma gilete

nova e afiada proceda a confecco dos fragmentos;

® como os Fragmentos Frequentemente se deformam durante a Fixagéo, ¢
conveniente que, apds essa etapa, sejam novamente clivados com gile-
te, de modo que cada Fragmento apresente uma superfl'cie lisa de corte
que servird ndo somente de orientacdo ao técnico durante o processo
de inclusdo, mas também auxiliaré a etapa subsequente, ao se desbastar

o bloco;

* usar, no minimo, vinte vezes o volume de fixador em re|agéo ao
volume dos fragmentos a serem fixados. Agitar, suave e periodicamente,
os fragmentos dos érgdos durante a Fixagéo do material para que o

fixador se misture uniformemente no frasco;

* os frascos utilizados para a fixagéo devem ter boca larga, pois, além de
facilitar o acesso aos fragmentos, ou mesmo aos 6rgdos inteiros, esses

costumam aumentar seu volume apés a fixagdo;

* nunca coloque o material a ser fixado em um frasco vazio, pois este
pode se aderir & superficie do vidro, impedindo que o fixador penetre

na drea em contato com o vio|ro,~

* acondicionar os tecidos clivados em cassetes histolégicos identificados

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Espécime clivado e acondi- Figura 4. Cassete identificado
cionado em cassetes histoldgicos. pronto para o processamento.

Notas de biosseguranca

Durante o procedimento de c|ivagem do material, tome muito cuidado com

as navalhas e gi|etes utilizadas. O material perfurocortante, bem como os

restos de material biolégico, devem ser descartados em lixo préprio.

2. Descalcificagdo

Em muitos tecidos, verifica-se a deposigéo de sais minerais, como célcio
e fosfato. Por exemplo, o tecido ésseo ¢ uma especializacdo do tecido con-
juntivo, sendo rigido e inflexivel devido & presenca de cristais de hidroxiapatita

em sua matriz extracelular.

Em microscopia de luz, existem dois procedimentos técnicos que auxi-
liam o estudo do tecido ésseo: (1) a descalcificagdo, que remove a porgao
mineral e analisa somente os constituintes organicos do tecido ésseo; e (2)

o desgaste, que permite analisar os componentes inorganicos do tecido.

Comentaremos neste capitulo somente o procedimento da desca|cificagéo,
que visa a retirada dos componentes inorganicos, como fosfato de célcio presen-

te em tecidos bsseos, em tumores &sseos ou em determinadas pato|ogias.
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A desca|cificagéo, por remover os sais de célcio, se faz necesséria para
tecidos mineralizados, pois os cristais de célcio destroem o fio da navalha,
criando “dentes” que impedem a confeccdo de bons cortes e levam & formacdo

de artefatos técnicos, impedindo a anélise histolégica adequada.

A escolha do método de desca|ciFica<5‘éo depende da urgéncia, do grau
de mineralizacdo, do interesse da investigacdo, das técnicas de coloracdo que
se pretende empregar e do tipo de fixador utilizado. Quanto mais répida for a

acao de um descalcificador, pior serd a preservacao morfolégica do tecido.

A prdtica da descalcificagao

Apbs a coleta o tecido, este deve ser fixado, lavado para retirar o

excesso de fixador e, s6 entdo, submetido & descalcificacdo.

A descalcificacdo pode ser realizada por métodos quimicos e fisicos.
Os métodos quimicos utilizam so|ugées descalcificadoras em pH 4cido, solu-
¢oes quelantes e meios de troca i6nica. Os métodos fisicos estdo sempre
associados a descalcificacdo quimica, englobando a dissociacdo eletrolitica e
submissdo do material contido em solucées descalcificadoras, ao ultrassom e as

micro-ondas, que aceleram o processo de desca|ciFicagéo‘
DescalcificacGo quimica

A. Descalcificagao por acidos

Os descalcificadores écidos possuem a propriedade de solubilizar sais
minerais. Na matriz inorganica dos tecidos mineralizados, ocorrem principal-
mente sais de fosfato e de carbonato, que sdo pouco soldveis na 4gua. Esse
método possui a vantagem de ser simples; porém, recomenda-se fazer um
banho neutralizante com hidréxido de aménia ou oxalato de aménia ou

sédio apds a descalcificacdo.
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A desvantagem desse método ¢é a ocorréncia de dilatacdo e hidrélise da

matriz 6ssea e destruicdo de enzimas, cidos nucleicos e polissacarideos.

A solucdo descalcificadora acida age removendo o célcio dos sais de
carbonato ou fosfato presentes no 0sso, efetuando uma troca ibnica que
resulta na formagéo de um sal de célcio solivel. Algumas das so|ug6€s
descalcificadoras constituem-se de 4cidos organicos ou inorganicos, que serdo

citados a seguir.

Existe um grande niimero de agentes descalcificadores 4cidos, incluindo
4cidos fracos ou fortes, que podem ser aquosos ou alcodlicos, diluidos ou nao

em agentes fixadores.

. Acidos fortes - possuem maior poder descalcificante, causando dano
aos tecidos, principalmente aos niicleos que sao hidrolisados, o que prejudica
a uti|izagéo posterior de corantes nucleares. Esse tipo de descalcificador ¢
empregado para anélises urgentes; para material ndo urgente, aconselham-se

agentes quelantes pelos motivos que serdo descritos mais adiante.

Acido nitrico (HNO3) - ndo causa o intumescimento dos tecidos e
proporciona maior nitidez nas co|orag6€s. Geralmente ¢ utilizado em
concentracdes de 5% a 109, ndo se devendo expor o tecido a esta
so|u<5‘éo por mais de 48 horas. E um descalcificador rdpido muito preju-
dicial ao tecido.

Acido cloridrico (HCI) - é um dos é4cidos de acao rapida mais utiliza-
dos. Geralmente ¢ usado em solucdo tampao, como, por exemplo, o

sulfato de sédio a 5% ou 109, ou, ainda, diluido em élcool.

Acido nitrico aquoso a 5%:
Acido MIICO. ..o oo 5 mL
Agua destilada.... ..o 95 mL
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Acido nitrico aquoso a 10%:
Acido IO ..o 10 mL
Agua destilada........ooooo 90 mL

Formalina - 4cido nitrico:

Formaldeido. ... 10 mL
Agua destilada........ooooo 80 mL
Acido NIETICO . ettt 10 mL

Fluido de Perennyi:

Acido nitrico 10%......vvvoeoeoeoeeeeeeeeeeee, 40 mL
Etanol absoluto.........coove 30 mL
Acido crémico 0,5 . 30 mL

. Acidos fracos - os 4cidos mais usados nas misturas descalcificadoras
sdo o é4cido acético, 4cido picrico e 4cido férmico. Os 4cidos acético e
picrico também sdo muito utilizados em misturas fixadoras, fixando ao mesmo
tempo em que descalcificam os tecidos pouco mineralizados, como os teci-

dos embrionérios. Dentre os 4cidos, o 4cido férmico é o mais utilizado na

solucdo de 5% a 10 %.
Acido férmico (HCOOH) - pode ser utilizado em solucio a 5%

aquosa ou alcodlica, ou em mistura fixadora com o formol 10% a
20%. Geralmente ¢ usado em solugdes tampdes, como o tampéao
citrato de sédio, que proporciona uma melhor co|ora<5‘éo em re|agéo ao

método com 4cido nitrico.

Acido férmico a 5%:
Acido FOrmico Q0. ... 5 mL
Agua destilada.........oooooii 95 mL
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Acido férmico a 5%:
Acido FOrmico Q0. ... 5 mL
Agua destilada........ooooo 95 mlL

Formalina — 4cido férmico:

Acido F6mico 90%.......oov oo, 10 mL
Formaldeido comercial..........cooee 5 mL
Agua destilada........ooooo 85 mL

Mistura descalcificadora dcido férmico-cloridrico:
Soluggo A — 4cido cloridrico 8%:

Acido cloridrico concentrado .........ocoioivieiiereeees 40 mL

Aguaclesti|ada..................................................460 mL
Solugdo B — 4cido férmico 8%:

ACido FOIMICO. ..o 40 mL

Agua destilada........cooooooi 460 mL

Solucdo de uso: (preparar antes de usar):
Solugio Ao 500 mL
Soluggo B...wiiiiiiiiii 500 mL

Acido picrico (CGHQ(NOQ)3OH) - esse 4cido age muito lentamente
e ¢ utilizado principalmente em so|ugéo aquosa saturada para descalcificar
tecidos embrionarios. Os tecidos devem ser lavados em élcool 70%

apods a desca|ciFicag§o para remover o precipitado amarelo.

Procedimentos gerais para a desca|cificagéo por misturas &cidas:

1-A peca a ser descalcificada ndo deve possuir mais do que 5 mm de

espessura. Esta deve ser clivada para isso.
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2- O volume da mistura descalcificadora deve ser de dez a vinte vezes

as dimensdes da peca a ser descalcificada.

3- O material a ser descalcificado deve estar suspenso na mistura

descalcificadora, pois o célcio, ao sair do tecido, se deposita no fundo

do frasco (Figura 5).

4- A mistura descalcificadora deve ser substituida a cada 24 horas. O
tempo de descalcificacio dependers das dimensdes da peca e do tipo

de solugdo descalcificadora.

5- Ao término da desca|cificagéo, deve-se neutralizar, os tecidos com
uma so|ugéo alcalina de sulfato de sédio (NaQSO4) a 5% por
24 horas.

6- Lavar com vérios banhos de 4gua por um periodo de 48 horas.

7 - Seguir a rotina de processamento histolégico.

Figura 5. Suspensdo dos tecidos durante a desca|cificagéo.

l\.r.-

-

B. Descalcificacdo por resinas de troca iénica

Essa resina promove a ace|eragéo do processo de desca|ciFicagéo pela
rapida troca idnica entre o cido férmico e os fosfatos ou carbonatos de célcio

tecidual, proporcionando, além da rapidez, boa preservacao dos detalhes
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celulares, com qualidade superior aos métodos de desca|cificagéo por 4cidos.

Essa resina pode ser reaproveitada.

Resina :
WIN 3000 (resina de troca iBNIca).........veveueeeeeeinee. 100 g
Acido férmico em solucdo aquosa a 10% ................... 800 mL

Figura 6. Resina de troca i6nica.

Solugdo de acido formico

i

C. Métodos histoquimicos

S3o métodos escolhidos quando se deseja preservar enzimas (fosfatase
alcalina e desidrogenases), acidos nucleicos e polissacarideos (glicogénio) pre-
sentes no tecido 6sseo. Os métodos habituais que utilizam descalcificadores

4cidos ndo permitem a anélise dessas moléculas e substancias.

Os métodos histoquimicos incluem dois procedimentos para a

descalcificagao.
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* Mistura de tampdes - nesse procedimento, os sais de célcio sdo
removidos do osso, quando imersos em so|ugéo tampao de citrato com pH
4,5. Uma desvantagem desse método ¢ a inativagao reversivel da fosfatase

alcalina, que se torna ativa apés a neutralizacdo com a solucdo de sédio

barbital.
Procedimento para a descalcificacao:
1- Fixar os tecidos em é4lcool 80% de 24 a 48 horas.

9- Descalcificar com a solugdo tampao (4°C) — o tempo de
descalcificacdo varia de acordo com o tamanho da peca e seu grau

de mineralizagdo.
3- Lavar em 4gua corrente e depois em dgua destilada.
4- Neutralizar em solucdo de sédio barbital a 37°C por 6 horas.

5- Lavar em 4gua corrente por 6 horas.

Tampao 4cido citrico-citrato (pH 4,5):

Acido citrico TN.....ovo oo, 50 mL
Citrato de aménio TN............. 50 mL
Sulfato de zinco 1%6.......coooeeiiiiiiieee e 2 mL
Clorofbrmio. ... 0,1 mL

* Agentes quelantes - sdo compostos organicos que se ligam ao fon
célcio (metal, ver tabela periédica) formando um metal quelado, por exemplo,
sequestrante ou versene (4cido etilenediaminetetracético ou EDTA). Esse mé-
todo ¢ bem lento, sem dano ao tecido. Assim, como as misturas de tampoes,
ele inativa a fosfatase alcalina, que ¢ reativada apés um banho de 2 a 6 horas
em so|ugéo de cloreto de magnésio 6%. A desca|cificagéo por agentes quelantes
ndo produz artefatos durante a maioria das co|orag6€s histolégicas, diferente

da descalcificacdo por acidos, que gera artefatos quase irreversiveis.
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Descalcificantes quelantes (EDTA)

EDTA neutro:
Sal de EDTA dissédico..........ooooivviiii 250 g
Agua destilada..........oooooe 1.750 mL

A solucdo fica esbranquicada e deve ser neutralizada (pH=7,0)
pela adigéo de aproximadamente 25g de hidréxido de sédio.

Hilleman e EDTA de Lee:

Sal de EDTA dissédico......ovveeieiiieiei L 55¢g
Agua destilada........ooooo 90 mL
Formoldeido comercial...........ooveee 10 mL

Solucgo descalcificadora EDTA em Tampao Fosfato O, 1M :

1) Tampao fosfato O, 1 M para o preparo final da solucdo descalcificadora
de EDTA:

Tampao fosfato 0,1 M (pH=7,0):

Solugio A:
Fosfato monobésico de sédio...........coooviveiiiii 13,7g
Agua destilada........oooori 1L
Solugdo B:
Fosfato dibésico de s6dio..........coovvveiiiiiiii 35,8g
Agua destilada............ooooiiiiiiiiii ) 1L

Para 1 litro coloca-se em um béquer 750 mL da solucdo B e adiciona-

se gota a gota a solucdo A até o pH atingir o pH 7,0.
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Solucdo de uso do descalcificador EDTA em tampao fosfato 0,1 M:

Tampao fosfato 0,1 M (solugdo 1)........... ................. 1000 mL
Acertar o pH do EDTA para 7,0 com hidréxido de sédio 10 M

Procedimento:

1- Suspender o espécime no liquido (Figura 5) descalcificador, com

o volume igual ou superior a vinte vezes o volume da pega.

9- Trocar a solugdo descalcificadora diariamente. Se possivel, manter

o frasco em agitaco.
3- Testar apds duas a trés semanas, para ver se j& ocorreu a descalcificacdo.
4- Lavar em 4gua por algumas horas.

5- Proceder ao processamento histolégico.

Descalcificacao fisica

A. Descalcificacao eletrolitica ou ionizacdo elétrica

Esse método permite a Formagéo de um campo elétrico entre dois eletrodos,
fazendo os fons de calcio migrarem rapidamente do osso (anodo) para o eletrodo

de carbonato (catodo). Os radicais acidos migram para o anodo.

E um método rapido; porém, a temperatura ndo deve exceder 45°C.
Apbs a descalcificacdo, recomenda-se a neutralizacdo das pecas, com solugdo
sulfato de sédio (NaQSOA) a 5% por 24 horas, para evitar a formagdo de
artefatos durante a co|oragéo‘ Apbs a neutra|izagéo, as pecas devem ser lava-

das em vérios banhos de 4gua por no méximo 48 horas.
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Solugdo descalcificadora eletrolitica:

Acido f6rmico @ 90% ..o 100 mlL
Acido clorfdrco. ..o 80 mL
Agua destilada........cooooooii 820 mL

Figura 7. Descalcificacdo eletrolitica.

Tarmimeim

B. Descalcificagdo com auxilio das micro-ondas

O efeito benéfico do calor foi reconhecido antes da era das micro-
ondas e foi primeiramente utilizado durante o procedimento de fixagéo por

Ehrlich (1898) para acelerar a fixacdo quimica por meio de calor externo.

As micro-ondas penetram varios centimetros para dentro dos tecidos
biolégicos, e o calor produzido pode ser controlado pela poténcia e o tempo
de exposicao. O calor ¢ o principa| responsével pelos efeitos produzidos
pelas micro-ondas, assim como a agitagdo molecular e o fluxo eletromagnético,
acelerando o processo de desca|ciFicagéo. Durante o aquecimento, a energia
termal aumenta a dindmica molecular, na qual a agitacao molecular induzida pela
osci|agéo do campo eletromagnético aumentaré a colisio de moléculas, acele-
rando as reaces quimicas. Esse método reduz o tempo de descalcificacdo; o

que normalmente levaria dias, nesse método levard somente a|gumas horas.



Técnicas Histolégicas | 115

Deve-se imergir a peca na mistura descalcificadora de escolha e irradiar

as micro-ondas.

C. Descalcificagdo com auxilio do ultrassom

Assim como as micro-ondas, o ultrassom acelera o processo de
desca|ciFica<5‘éo, promovendo a agitagao molecular, com a vantagem de ndo

elevar a temperatura, mantendo as estruturas celulares.

Como ¢ possivel saber se a peca esté totalmente descalcificada?

Existem métodos fisicos e quimicos que permitem controlar o momento

de finalizagdo da descalcificagdo.

Métodos fisicos

. I\/\anipu|agéo do operador: tenta-se dobrar a peca ou inserir

uma agulha bem fina e verificar, assim, o grau de minera|izagéo.

* Teste radiolégico: o raio-X é o método mais sensivel e confiével

para acompanhar a desca|ciFicagéo.

Métodos quimicos

¢ Teste do oxalato de amoénia: esse método detecta a presenca
de célcio no liquido descalcificador, indicando se a descalcificaco

esté completa ou ndo.
Teste do oxalato de Aménia / Hidréxido de Aménia:
Solugbes estoque:

Solucdo A — solucio estoque de hidréxido de aménia 5%:

Hidréxido de aménia 28%............ccoooiiiiiiiiii 5 mL
Agua destilada.........oooooi 95 mL
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Solugdo B — estoque de oxalato de aménia 5%:
Oxalato de amonia.............cccoovvvvvviiii 5 mL

Agua destilada..........oooo 95 mL

Solucdo de uso de oxalato de aménia / hidréxido de aménia
Solucdo A — solucio estoque de hidréxido de aménia 5% - 5 mL
Solucdo B — solucdo estoque de oxalato de aménia 5% - 5 mL

A SO|U§§O deve ser preparada no momento dO uso.

Procedimento:

1- retirar 5 mL de liquido descalcificador do fundo do frasco que

em se encontra a peca;

92- colocar em um tubo Falcon de 15 mlL;

3- adicionar ao tubo 10 mL da solucdo de uso de oxalato de
amdnia-hidréxido de aménia;

4. misturar bem e deixar repousar em pé por 12 horas;

5- se a descalcificacdo for completa, o liquido se mantera limpido;

caso contrério, havera precipitacio do célcio;

6- esse processo deve ser repetido até que o liquido descalcificante

se encontre limpido por dois dias.

Muitos inconvenientes podem ser gerados durante o processo de

desca|ci|:icagéo e, para minimiza-los, devemos tomar alguns cuidados

Regras gerais para uma boa desca|ciFicagéo:
* somente descalcificar tecidos muito bem fixados;

* reduzir a0 méximo o tamanho da peca a ser descalcificada,

reduzindo assim o tempo de descalcificacdo;
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* a lavagem do material ¢ essencial antes da descalcificacdo e

antes do processamento subsequente;

* renovar o descalcificador diariamente, pois esse vai perdendo

sua concentracao original;

* 0 volume do liquido descalcificador deve ser no minimo vinte

vezes o tamanho da peca;
* verificar constantemente se a descalcificacdo foi finalizada;

* neutralizar sempre os tecidos apés a desca|ci|:icagéo por substan-

cias 4cidas.

Notas de biosseguranca

Ao manipular solugdes cidas e agentes quelantes, deve-se fazer uso de luvas
especificas para manipulacio quimica, de mascara com filtro préprio para
vapores 4cidos e organicos, e deve-se fazé-lo em local arejado e com exaustao.
O preparo dessas solucoes deve ser feito em capela de exaustdo. Deve-se,
previamente, consultar as fichas de emergéncia quimica das so|ug6€s 4cidas e
quelantes antes da sua manipu|agéo. A ina|agéo destes compostos pode

causar irritacdo e queimaduras.

Nunca descarte solucdes acidas em esgoto sanitério convencional, procure

saber a politica de descarte de produtos téxicos de sua instituicdo.

3. Processamento

O principio do processamento histolégico consiste na difusdo de reagentes
para o interior dos tecidos e na remocdo do liquido tecidual que, apés a
fixacdo do material, ¢ o préprio fixador empregado.

O processamento tecidual também torna os Fragmentos rl'gidos capazes
de proporcionar o seccionamento de fatias finas e delicadas para a observagéo

ao microscépio.
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Diversas substancias podem ser utilizadas como meio de inclusdo; po-

rém, no processamento convencional, comumente se utiliza a parafina.

O processamento para inclusdo de material em parafina passa por trés

etapas: desidratacdo, clarificacdo e impregnaco.

A. Desidratacdo

A desidratagdo consiste na remocdo da dgua dos tecidos, pois as subs-
tancias previamente utilizadas para inclusio em parafina ndo se combinam

homogeneamente com a 4gua.

Vérios sdo os agentes desidratantes. A substancia utilizada na rotina
histolégica ¢ o 4lcool etilico, por produzir bons resultados e possuir baixo
custo. Contudo, outros agentes desidratantes também sao eficientes, variando

apenas o tempo de desidratagéo.

B. Clarificacdo ou diafanizacdo

A clarificacdo visa remover completamente o élcool do interior dos
tecidos, preparando-os para as etapas subsequentes. A remocdo do é4lcool ¢
de extrema importancia, pois a parafina ndo se mistura homogeneamente com o
élcool. Dessa forma, ¢ fundamental a completa remocdo do élcool para que a

parafina possa penetrar completamente no interior dos tecidos.

Para remover o 4lcool e preparar o tecido para a penetracdo da parafina
utiliza-se, nessa etapa, o xilol. Conforme o xilol penetra o tecido, em substi-
tuicao ao 4lcool, o material se torna mais claro, transparente. Por essa razdo,

essa etapa ¢ denominada clarificacdo.

C. InfiltracGo em parafina

A infi|trag§o dos elementos teciduais em parafina é importante, pois a

parafina também ¢ o meio de inclusdo tecidual. Para a infiltracdo, ela deve ter
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sido previamente aquecida, pois a parafina ¢ liquida somente em temperatura

entre 56°C a 60°C, sendo sélida & temperatura ambiente.

Os tecidos também podem ser infiltrados por outros meios de inclusao,

necessitando de processamentos especiais dependendo do meio de inclusdo.

Meios de inclusdo como polietilenoglicol (carbowax), resinas hidrofilicas
e hidréfobas, ge|atina, dentre outros, funcionam como meios alternativos de

inclusdo dependendo do objetivo da anélise.

O processamento dos tecidos possui varidveis que podem afetar consi-
deravelmente os resultados do processo histolégico. Dentre as variaveis, te-
mos: condigées de operagao (manual ou equipamentos automético), tempera-
tura, caracteristicas e concentracdo dos reagentes utilizados e as propriedades

quimicas dos tecidos.

* Processamento manual (Figura 9)

Limitaremos aqui a descrigéo para material destinado a inclusdo em

parafina.

Desidratacao

Para a desidratacdo adequada, ¢ necessario que o volume do élcool seja
vinte vezes o volume da amostra. Contudo, sendo a 4gua mais densa do que
o é4lcool, ela tende a se localizar no fundo do frasco apés a sua retirada do

tecido, exatamente onde a amostra se encontra (Figura 8).

Para que a desidratagéo seja satisfatéria e a dgua se acumule no fundo

CIO Frasco, recomenda-se:

* agitar constantemente o recipiente, para que a dgua se misture

ao élcool;

* realizar vérias trocas de 4lcool, pois a dgua seré eliminada com o

4lcool desprezado;
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* usar recipientes de fundo largo para diminuir o nivel de 4gua;

* nunca aquecer o &lcool, pois, além de ser perigoso, o meio

ficard hidratado mais facilmente.

Figura 8. Material sendo desidratado e clarificado.
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Clarificacao
Apesar de as substancias diafanizadoras serem insoltveis em é4gua e
soldveis no alcool, que ¢ removido da peca durante a clarificagio, deve-se

tomar algumas precaugdes:

e agitar o frasco para melhorar a difusdo (saida do élcool e
entrada do xilol); antigamente, esse procedimento seria repro-
vado, pois como o élcool é menos denso do que a é&gua, ele
ficaria na superficie do frasco e ndo estaria em contato com a
peca (Figura 8);

o proceder, no minimo, a duas trocas com a substancia clarificadora;

* ndo deixar o material por muito tempo em xilol, pois ele resseca

muito o material, interferindo na sua qualidade.
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|mpregnagéo

A impregnacdo deve ser realizada em estufa a 60°C. Os fragmentos
serao transportados de uma parafina a outra em intervalos de tempo predeter-
minados. Nao se deve realizar somente uma passagem pela parafina, pois sera
insuficiente para remover todo o xilol dos tecidos. Contudo, recomenda-se
nunca deixar o material permanecer na parafina por muito tempo, pois como a
parafina somente ¢ liquida em temperatura alta, o calor em um longo periodo

de tempo poderé causar grande dano ao tecido.

Figura 9. Processamento manual de tecidos.
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* Processamento automadtico

Existem dois tipos de equipamentos autométicos (processadores) acessi-

veis no mercado e que sdo também chamados histotécnicos ou autotécnicos.

Um tipo de processador é o carrossel (Figura 10), mais tradicional
e de baixo custo, no qua| os cassetes contendo os Fragmentos sdo coloca-
dos em uma cesta que ¢ transportada mecanicamente de forma a imergir os

cassetes em cada reagente. Outro tipo possui uma camara Fechada, na qua|
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os reagentes sdo transferidos de recipiente a recipiente e, esses processadores
autométicos, chamados processadores com transferéncia de fluidos. Ambos

os equipamentos possuem doze estégios de processamento.

Alguns processadores estdo acoplados a um sistema de vécuo (Figura
11) que, no do tipo carrossel, estéd no Gltimo banho de parafina. Nos
processadores com transferéncia de fluidos, o vécuo pode ser incluido em
todos os banhos do processo. Todo o processamento ocorre em vécuo,
revelando significativa melhoria dos resultados em periodos de tempo reduzi-

do, em comparacdo aos resultados obtidos no processamento sem vacuo.

E importante salientar que os recipientes com parafina para inFi|tragéo
possuem termostatos que controlam a temperatura ideal de infi|trag§o. Além

disso, todos os processadores possuem agitacdo automatica.

O trabalho com processadores autométicos é mais confiével, pois
ndo ocorre falha humana durante o processamento. O técnico somente
deve programar o apare|ho e trocar os reagentes para obter um bom
processamento do material. O protocolo de execucdo também ¢ elabora-
do pelo préprio técnico e pode ser alterado a qualquer momento de forma
simples e rdpida.

Geralmente, os aparelhos sdo programados para trabalhar durante
toda a noite e, no dia seguinte pela manha, o material estaré pronto para
ser incluido. Outro fato considerado é quando se quer ganhar tempo na
rotina laboratorial, pois se pode programar o equipamento para trabalhar

durante feriados e finais de semana.
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Figura 10. Processador de tecidos Figura 11. Sistema de vécuo.

automatico.

Protocolos de processamento

Os protocolos de processamento variam de acordo com:

* as dimensdes dos fragmentos do material a ser processado;
* tipo de reagentes utilizados;

e tipo do espécime bioldgico (material humano, de rato, de

camundongo, entre outros);
* tipo de tecido;
* processamento automatico ou manual;

® presenca de vécuo.

Citaremos um dos protocolos utilizados para processamento de tecidos

clivados com 3mm de espessura:

Passo Estégio Reagente Duragéo
1 Desidratacdo Alcool 70 % 1h
2 Desidratacdo Alcool 80 % 1h
3 Desidratacdo Alcool 90 % 1h
4 Desidratacdo Alcool 95 % 1h
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5 Desidratacio Alcool 100 % 1h
6 Desidratacio Alcool 100% 1h
7 Desidratacio Alcool 100% 1h
8 Desidratacio Alcool 100% 1h
9 Clarificacdo Xilol | 1h
10 Clarificacgo Xilol Il 1h
11 Impregnacao Parafina | 1h
19 Impregnacio Parafina I 9h

Fatores que influenciam no processamento
. Temperatura,-
* Vcuo;

* Agitagdo.

Notas de biosseguranca

Todo material utilizado no processamento de tecidos ¢ altamente inflamével.
Use luvas, jaleco e mascara com filtro de protecdo contra vapores organicos.
Durante a manipulacdo dos reagentes, evite contato com o liquido e o vapor
de xilol. Este elemento ¢ téxico para as vias aéreas. Quando inalado por
tempo prolongado, pode causar a morte. Em caso de incéndio, extinguir
com espuma, pb quimico seco ou diéxido de carbono. O vapor de xilol é
mais pesado do que o ar, exigindo capela com exaustdo inferior. Nao
descarte os residuos do processamento em esgoto sanitério comum, procure

saber em sua instituicdo qual ¢ a politica de descarte de substancias quimicas.
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4. Incluséo

A inclusdo se baseia em colocar, com o auxilio de uma pinca previamente
aquecida, os tecidos que foram previamente infiltrados em parafina no interior de
um molde que j& contém parafina liquida com a superficie a ser seccionada (a ser

cortada ao micrétomo) para baixo (Figuras 11, 12, 13 e 14).

Os fragmentos devem ser colocados na parafina enquanto aquecidos,
evitando-se a formacdo de bolhas de ar em tomo deles. Apés o resfriamento,

os blocos de parafina com o material incluido sdo obtidos.

Para se realizar uma boa inclusdo, é necessério que o fragmento esteja

completamente desidratado, clarificado e corretamente impregnado.

Quando se observa que uma dessas etapas nao foi corretamente efe-
tuada (observando dreas opacas ou esbranquigadas no materia|), deve-se,

nesse caso, retroceder o processamento executando-o da seguinte forma:

* remover a parafina de infi|trag§o com vérios banhos do agente

clarificador (xi|o|)i

* apbs a completa remocdo da parafina, proceder & remocio do xilol,
passando o fragmento por vérias trocas do agente desidratante (&lcool),

ou mesmo 4gua, caso o tecido ndo tenha sido desidratado corretamente;
°*em seguida, desidratar e clarificar novamente;

* infiltrar e incluir o material novamente em parafina.

7/

E importante que logo apés o término da infiltracdo seja efetuada a
inclusdo, evitando que o material se torne quebradigo e retraido pelo efeito da

temperatura da parafina aquecida.
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Figura 12. Central de inclusdo. Figura 13. Inclusdo do material.

Figura 14. Coloracdo do suporte Figura 15. Blocos prontos para a
com identificagdo do tecido. microtomia.

Em alguns laboratérios de histologia, observa-se que o técnico remove
os fragmentos da parafina de infi|tragéo e deixa-os esfriar até o momento da
inclusdo. Esse comportamento esta totalmente errado. O Fragmento, ao ser
novamente submetido & acdo da temperatura elevada (56-58°C), pode ter
sua textura consideravelmente prejudicada pelo calor. Assim, devemos incluir o

fragmento logo apés o término da infiltragdo.

A temperatura da parafina de inclusdo pode estar cerca de 5°C acima
do ponto de fusdo da parafina. Essa temperatura ¢ necessaria para que possa-
mos manusear o fragmento dentro do molde, que por vezes é metlico e esfria
rapidamente. No mercado existem aparelhos que possuem dispositivos que

auxiliam no processo de inclusdo, como tanques de acondicionamento da
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amostra. Nesses equipamentos, o termostato permite o controle mais preciso

da temperatura.

As centrais de inclusdo (Figural2) possuem normalmente duas placas,
uma aquecedora para efetuar a inclusio, e outra refrigerada para resfriar os
moldes com as amostras incluidas. Essas centrais também possuem um local
para aquecimento das pingas que serao utilizadas durante a inclusdo. Esses
aparelhos facilitam o procedimento da inclusdo, principalmente por manterem a
mesma temperatura de infi|tragéo em todos os tanques e placas, diminuindo

consideravelmente o tempo gasto com a inclusdo propriamente dita.

Dependendo do fabricante, alguns produtos, ao serem adicionados a
paraFina de inclusdo, alteram a sua consisténcia, tornado-a mais macia ou mais
densa. A mudanca de consisténcia deve ser avaliada, pois sua consisténcia é
um fator importante na microtomia. Dentre as substancias que podem ser
adicionadas & parafina, tém-se: cera de abelha, estearina, cera de camadba,

dietileno glicol, dentre outras.

Qutro fato a ser considerado é o uso de cassetes durante o procedi-
mento até a inclusdo. Os cassetes de pléstico sdo aconselhados, pois permitem
escrever, a lapis, o nimero de registro do material. Os cassetes também sdo

importantes para a microtomia, pois podem ser adaptados ao micrétomo.

Procedimentos para inclusao (Figuras 13, 14, 15,16 ¢ 17)

 Abrir o cassete e verificar o nimero de fragmentos contidos no

cassete.

* Selecionar o molde a ser utilizado de acordo com as dimensdes dos
Fragmentos a serem incluidos de maneira a sobrar cerca de 2 mm de
parafina nas margens do bloco.

* Preencher o molde com parafina liquida pré-aquecida.

» Com o auxilio de uma pinga, selecionar o fragmento, sem deixa-lo

esfriar, e coloc-lo no molde preenchido previamente com parafina.
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* Colocar a base do cassete, ou suportes, sobre o molde de maneira
que a parafina entre em contato com o cassete. Se para a inclusdo ndo
se utilizar o cassete, deve-se utilizar um papel para escrever a identifica-
cdo do bloco.

¢ Levar o molde com o material incluido para a placa resfriada.

« »n ’ .
* Quando o molde comegar @ suar , € 0 momento certo de retirar o

blOCO dO mo|de.

Figura 16. Procedimento de inclusdo.  Figura 17. Molde com material
que foi incluido.

Orientacdo dos fragmentos

A orientacdo dos fragmentos de érgaos no molde é um processo impor-
tante na confeccdo dos cortes e andlise dos tecidos. Por exemplo, érgaos
tubulares, como intestinos, devem ser incluidos no plano transversal; fragmen-
tos de mésculos também devem ser incluidos, considerando-se seus planos
longitudinais e transversais. Ao se incluir um fragmento de pele, deve-se

considerar a anélise de suas estruturas bésicas, isto ¢, a epiderme e a derme.

Pequenos fragmentos de tecidos podem ser incluidos paralelamente,

enquanto fragmentos alongados sdo orientados longitudinalmente.

Para melhor compreensdo do sentido desses materiais durante a inclusao,

sugere-se que o técnico procure atualizar seu conhecimento bésico sobre a
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histologia, consultando a literatura especializada ou buscando orientagdo com o

chefe ou pesquisador do setor.

Notas de biosseguranca

A parafina ¢ altamente inF|améve|, mantenha esta substancia |onge de chamas.
Evite queimaduras, pois as placas e pingas utilizadas neste procedimento sdo
aquecidas. A inclusdo deve ser realizada em local arejado ou com exaustdo. Os

vapores de parafina sdo téxicos as vias respiratérias.

5. Microtomia

Para permitir a anélise dos tecidos ao microscépio de luz, eles devem ser
seccionados em fatias bem finas e uniformes. A espessura ideal varia de acordo
com o objetivo de estudo; recomenda-se a espessura de 4 a 6 um na rotina

dos laboratérios.

O instrumento capaz de confeccionar cortes com tal precisdo é o
micrétomo (Figura 1 8), sendo constituido por trés partes: corpo, porta-b|oco
e porta-objeto. Considera-se, ainda, que em alguns modelos possua duas

manivelas, uma manivela de ajuste e outra de corte.

Existem dois tipos de micrétomos: do tipo rotatério, também conhe-
cido como do tipo Minot, em que o material, no porta-objeto, vai de
encontro & navalha que estd imével no porta-nava|ha,~ eodo tipo corrediga,
que avanga o porta-nava|ha e vai de encontro ao porta-objeto onde se

encontra a amostra.

Encontram-se & venda no mercado diversos modelos dos dois tipos de
micrétomo, podendo ser automéaticos ou manuais. Muitos micrétomos foram
desenvolvidos para confeccionar cortes a partir de blocos de parafina, outros,
para realizar cortes congelados, e h4 ainda aqueles micrétomos especificos para
a microscopia eletrénica, chamados ultramicrétomos, capazes de confeccionar
cortes ultrafinos. A titulo de conhecimento geral, iremos descrever alguns

destes modelos.
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Figura 18. Micrétomo.

Micrétomos

» Micrétomo rotativo — ou modelo Minot: sdo instrumentos peque-
nos e mais utilizados para microscopia de luz para tecidos incluidos em

parafina.

o Criostato: ¢ utilizado para confeccionar cortes de tecidos que foram
congelados. Esse equipamento consiste de um micrétomo rotatério acon-

dicionado dentro de uma camara frigorifica com temperatura abaixo de -

20 °C (Figura 19).

Figura 19. Criostato.
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* Micrétomo de corredica: ¢ indicado quando os blocos contém frag-
mentos grandes, podendo ser utilizado para bloco de gelatina ou para-
fina. E um micrétomo muito pesado, o que evita qualquer tipo de
vibragdo mecanica. Muito utilizado para a confecgdo de cortes de teci-

dO nervoso.

 Micrétomo de congelacdo: esse tipo de micrétomo ¢ usado para
cortes de material fresco congelado. O sistema desse micrétomo ¢é igual
ao do micrétomo de corredica, em que a navalha é que se move em
direcdo a amostra, que permanece imével. E equipado com um cilindro
de diéxido de carbono liquido que congela as amostras de tecidos e a
navalha. Esse tipo de micrétomo ¢ muito utilizado em centros ciriirgicos

para um diagndstico répido.

o Ultramicrétomo: ¢ utilizado para confeccionar cortes de material incluido
em resinas acrilicas ou epoxi. Esse equipamento permite seccoes semifinas
(com espessura em micrémetros) de pequenas amostras para microscopia
de luz, e ultrafinas (com espessura em nanémetros) em microscopia eletrd-
nica. O ultramicrétomo vem adaptado com suporte para navalhas de vidro
para a conFecgéo de cortes semifinos, e suportes para facas de diamante
ou safira, utilizadas para confeccionar cortes ultrafinos. E um micrétomo

automético que possui um controle de operacdo mecanica.

» Micrétomo do tipo serra: é um micrétomo especial utilizado para
cortar ossos calcificados, vidros ou cerdmicas. As amostras incluidas em

resinas sao movidas contra uma serra de diamante.

¢ Micrétomo vibratério: ¢ utilizado para fazer seccdes de tecidos frescos
de material ndo fixado, ou tecidos moles; também ¢é utilizado para a
obtencdo de cortes de tecidos vegetais. O nome do micrétomo deriva
do fato de ele possuir um sistema de alta vibragéo da navalha para cortar
o tecido. Diferentes graus de vibragées podem ser produzidos para

cortar os tecidos de diferentes densidades.
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Notas de biosseguranca
Utilize luvas ao cortar em criostatos, e lembre-se de que no caso de material

congelado, os espécimes ndo estdo fixados.

Navalhas (ou “facas”)

Existe uma variedade de navalhas disponiveis no mercado, variando de
qualidade conforme o grau de dureza do material, o meio de inclusdo ou o

tipo de micrétomo.

* Navalhas de aco: sao fabricadas com ago de alta qualidade. A super-
ficie de corte do aco nao deve possuir impurezas e nem ser revestida
por substancias anticorrosivas. Essas navalhas sao tradicionalmente usadas

para microtomia de material incluido em parafina.

¢ Navalhas de aco para criostato: sdo navalhas mais resistentes e total-
mente livres de impurezas, contendo ainda 12% a 15% de material
cromado ou de teflon, pois ndo oxidam na presenca de égua e ofere-

cem maior durabilidade.

* Navalhas descartéveis: possuem adaptadores préprios, além de produ-
zirem cortes de alta qualidade por ndo comprimirem os tecidos e permi-
tirem cortes sequenciais, denominados cortes em fita. Essas navalhas sao
confeccionadas em platina ou material cromado para prolongar o uso
do gume ou fio da navalha muito afiado. Para confeccdo de cortes
incluidos em parafina, sdo comercializadas navalhas descartéveis de alto
e baixo perfis; as navalhas de alto perfil servem para microtomia de
tecidos mais sélidos, enquanto as de baixo perfil servem para cortar

tecidos mais delicados.

As navalhas descartéveis sdo recomendadas por possuirem custo menor
em relacdo as de aco, além de dispensarem a utilizacio de equipamentos,
como afiadores autométicos, que sdo muito caros. Assim, representam econo-

mia de tempo para o técnico, que ndo mais precisaré amolar suas navalhas.
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Existem também navalhas descartéveis de tungsténio para a execucdo de

cortes de 6rgdos ou osso inclusos em resinas acrilicas.

Execucdo dos cortes

Com o auxilio de uma navalha bem afiada, um micrétomo bem aferido e
um bloco contendo material condizentemente incluido, é possivel iniciar a

microtomia.
Material e equipamento necessério:
* micrétomo;
* pinga histolégica com ponta curva;
* banho-maria;
e cuba com gelo;
* pincel (opcional);
* gaze;
* bloco de tecido;
* navalha bem afiada;
* suporte para laminas;
* |aminas com adesivo;

* placa aquecedora (opcional);

e estufa a 58°C.

Procedimento para a microtomia (Figuras 20, 21, 22 ¢ 23)
1- Fixar o bloco no micrétomo.

9- Colocar o maior eixo do bloco verticalmente ao fio (gume) da

navalha. Se o érgdo possuir cdpsula, essa deve ficar no lado superior

dO blOCO.

3- Acertar o bloco para que a sua superficie fique paralela & navalha.
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4- Colocar no micrétomo uma navalha ja utilizada (ve|ha) para desbastar

o bloco (retirar o excesso de parafina até se a|cangar o material).
5- Aparar o bloco (desbastar).
6- Substituir navalha velha por nova e afiada.

7- Resfriar o bloco para endurecer mais a parafina e umedecer a super-
ficie do tecido. Pode-se utilizar um cubo de gelo, o qual deve ter a

superficie lisa para entrar em contato com a superficie do material.

8- Secar a navalha ¢ o bloco com cuidado para nao atingir o fio da

nava|ha nem causar ranhuras.

9- Efetuar a microtomia propriamente dita, obtendo os cortes com o

auxilio de uma pinca, a qual auxilia na manipu|agéo da fita formada.

10- Retirar a fita do micrétomo, com o auxilio da pinca, e transporta-la
para o banho-maria, para realizar a distensdo dos cortes. A temperatura
do banho-maria deve estar em torno de 40°C para que os cortes se
distendam sobre a superficie da dgua, evitando-se a formacdo de “pre-
gas . Pode-se, também, apds a execucdo dos cortes, coloca-los em
banho-maria em temperatura ambiente e distendé-los em placa aquece-

dora com a temperatura em torno de 40 °C a 45 °C.

11- Se o tecido formar dobras, ainda no banho-maria, elas devem ser
removidas com o auxilio de uma pinga curva, pois tais dobras interferem

na anélise histolégica.
12- Coletar o corte com lamina limpa e adesivada.
13- Transferir a lmina com o corte para uma placa aquecedora.

14- Levar a |amina a estufa aquecida a 60 °C para retirar o excesso de

parafina e melhorar a adesdo do corte a lamina.
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Figura 20. Microtomia de tecidos. Figura 21. Distensdo dos cortes

em banho-maria.

Figura 22. Coleta ou “pescagem” Figura 23. Laminas em um suporte
dos cortes. para secar.

" iy

Preparo prévio das laminas

As laminas devem ser muito bem limpas e desengorduradas para que os

cortes nao se desprendam da lamina durante as etapas subsequentes.

* Marcacio: as laminas devem ser identificadas com o nimero de
registro correspondente ao bloco, o que pode ser feito com lépis

de diamante (permanente) ou lapis dermogréfico.

Adesivos

Gera|mente, como os cortes podem se soltar das laminas durante a
co|oragéo, para evitar que se desprendam podem-se usar adesivos colocados

antes da microtomia nas laminas lavadas e secas.



136 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Saide

Os adesivos mais usados sdo:
* albumina de Mayer;
* gelatina;

e celoidina

« polylisina (para imuno-histoquimica);

* silano (para técnicas imuno-histoquimicas, hibridizagéo in situ e

PCR).

Problemas que podem ocorrer durante a microtomia

A maioria dos artefatos observados nos cortes ¢ causada por prob|emas

com a navalha durante a microtomia ou durante o processamento. Vamos listar

alguns dos problemas:

Prob|emas

Principais causas

1. Fitas de cortes curvas ou
irregulares

1. A navalha e o bloco n3o estio
paralelos

2. O bloco de forma irregular de
paredes ndo paralelas

3. Borda de corte da navalha
irregular

4 . Parafina misturada ndo

homogeneamente ou impura

2. Cortes comprimidos, irregulares
ou pregueados

1. Faca mal afiada

9. Faca ou bloco quente

3. Angu|o irregular da navalha
4. Parafuso do micrétomo solto

3. Fragmentacdo dos cortes ou
rasgados

1. Inclusdo imperfeita
9. Parafina quente demais durante
a infiltracdo ou inclusdo
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4. Arranhaduras nos cortes ou
cortes divididos em segmentos

1. Parafina suja (nao filtrada
durante a inclusdo)

2. Sujeira no molde de inclusdo
3. Sujeira no bloco ou na navalha
4. Dente na faca

5. Os cortes que se aderem no
bloco ao subir o braco do

micrétomo

1. Angu|o da navalha grande
demais

2. Borda da faca suja

3. Faca sem fio

4. Borda do bloco suja de

parafina

6. Espessura desigual no mesmo
corte, lembrando veneziana

1 .Tecido duro demais

9. Parafuso solto

3. Bancada do micrétomo com
vibracdo

4 Tecido “queimado” durante a
infiltracdo ou inclusdo

7. Enrolamento dos cortes

1. Parafina muito dura
2. Navalha cega
3. Angulo incorreto da navalha

8. Fragmentacdo do tecido
durante a microtomia ou
separacdo do tecido do bloco
de parafina

1. O élcool ou o clarificador nao
foram comp|etamente removidos
9. Parafina de infiltracdo ou
inclusdo muito quente

3. Excessiva clarificacdo do tecido

4. A infiltragdo foi insuficiente

9. Cortes aparecem
alternadamente finos e grossos

1. Bloco grande demais

9. Parafusos soltos

3. Angu|o da faca pequeno
demais
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Notas de biosseguranga

Uma causa frequente de acidente em laboratérios de histotécnica ¢ a falta
de atencdo na manipulacdo de navalhas durante a confeccdo do corte. A
microtomia deve ser realizada em local calmo, onde o técnico possa se
concentrar exclusivamente no seu trabalho. Muito cuidado ao descartar as
navalhas. Utilize sempre caixas de descarte especial para perfurocortantes.
Lembre-se de que os funcionérios do setor de limpeza podem se acidentar

com navalhas descartadas indevidamente.

6. Coloragdo dos tecidos

A utilizacdo de corantes ¢ fundamental para visualizar os tecidos ao
microscépio de luz. Apds a microtomia, as células e o material extracelular
sdo habitualmente transparentes e os corantes melhoram a visualizagdo das

estruturas teciduais.

Os corantes aplicados para corar tecidos que foram previamente fixa-
dos sao chamados corantes nao vitais, como a hematoxilina, eosina, fucsina,

entre outros.

Podemos também corar células em cultura ou células de organismos
ainda vivos; nesse caso, é necessaria a uti|izagéo de corantes chamados vitais,
que ndo causam danos as células e também ndo interferem no metabolismo
celular. Dentre eles, temos: o azul de tripan, verde janus B, vermelho tripan,

azul de meti|eno, vermelho neutro, entre outros.

Para compreender 0s conceitos béSiCOS sobre co|ora§6es, devemos Co-

nhecer algumas definig()es importantes.

O que sdo corantes?

O:s corantes (Figura 24) sdo compostos organicos, arométicos e ionizaveis,

fundamentalmente baseados na estrutura do benzeno. Contudo, esses corantes
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sdo incolores e necessitam da adigéo de novos grupos quimicos a sua estrutura
chamados croméforos (CZO —> cetona, C=N-—> carboaml'nico, N=N
— azoico, N=0O —> nitroso, NO2 — nitore C=C > eti|eno). Quanto

mais croméforos em um corante, mais intensa serd a sua cor.

A unido do croméforo aos compostos arométicos constitui os cromégenos,
compostos benzénicos contendo grupamentos croméforos. Para que o corante
se ligue especificamente aos elementos tissulares, é necessrio que um grupo
auxiliar do corante, denominado auxocromo, se ligue ao cromégeno. O
auxocromo determina o caréter 4cido ou basico do corante. As aminas bésicas

(-NHQ) e os grupos hidroxila dcidos (-OH) sdo exemplos de auxocromos.

Simplificando:

Corantes sdo compostos organicos arométicos formados pelo cromégeno
e auxocromo e coram seletivamente os componentes teciduais, como as células
e a matriz extracelular. De acordo com a carga idnica, os corantes podem ser

4cidos, bésicos ou neutros.

e Corantes acidos: possuem auxocromo anidnico (carga elétrica negativa
(-)), com afinidade por componentes bésicos do tecido (catiénico (+)).
As estruturas coradas pelos corantes 4cidos sdo chamadas acidéfilas,
como, por exemp|o, o citop|asma e matriz extracelular. Um exemp|o de

corante 4cido é a eosina.

e Corantes bésicos: possuem auxocromo catiénico (+) com afinidade
por componentes 4cidos dos tecidos (anidnico (-)). As estruturas cora-
das pelos corantes bésicos sdo chamadas baséfilas, como o nicleo. A

hematoxilina é um exemplo classico de corante bésico.



140 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satde

Figura 24. Esquema da associacdo do corante com os tecidos.
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Os corantes podem ser naturais ou sintéticos (artificiais), sendo também

chamados corantes biolégicos, por revelar estruturas biolégicas dos tecidos.

* Naturais: hematoxilina, indigo, orceina, brasilina, entre outros.

* Artificiais: sdo aqueles derivados do benzeno.

As coloracdes podem ser classificadas segundo a agdo do corante, o

tempo de coloracdo e a sua cromatizagdo.

Para compreender essa caracterizacdo, ¢ necessério conhecer a definicao

de dois termos da técnica histolégica: o mordente e a diferenciacéo.

Mordente: ¢ um elemento, metal ou fons de metal, que se liga

covalentemente ao corante e facilita a ligacdo do corante ao tecido. O

mordente ¢ empregado para reforgar a acao dos corantes e tornar as

co|orag6€s mais seletivas, podendo ser usado antes, durante (adiciona-

do 4 solugdo corante) ou apés a utilizacdo do corante.
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Diferenciag'a'o: esse termo se refere 3 remogao do excesso de corante
do tecido, descorando seletivamente determinada estrutura e melhoran-

do a sua visualizagdo.

As co|ora96es podem ainda se caracterizar segundo a:

A. Acio

* Diretas: quando o corante penetra no interior dos tecidos sem trata-
mento intermedirio com mordente.

e |ndiretas: quando é necessério um tratamento intermediério com
uma so|ugéo mordente para o corante se |igar ao tecido durante a
coloracdo.

B. Tempo

* Progressiva: a co|oragéo ¢ feita gradualmente sem a necessidade de se
proceder 3 sua diferenciagéo, isto é, que seja retirado o excesso do

corante.

* Regressiva: hipercora-se o tecido e posteriormente remove-se seu
excesso pela diferenciacio para melhor visualizagdo dos elementos
teciduais.

B. Cromatizacao

Depende da quantidade de corantes utilizados durante a execucao de

uma determinada técnica de coloracio.
* Monocrémica = 1 cor.

* Bicrémica = 2 cores.

* Tricrémica = 3 cores.

* Policrémica = mais de 3 cores.
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Apbds os comentérios apresentados, deve-se ainda aprofundar alguns

conhecimentos sobre a coloragdo.

Apbs a microtomia, o preparado histolégico estd pronto para ser
corado. Deve-se, inicialmente, utilizar uma co|oragéo que proporcione
uma visdo geral de todo o tecido de modo a permitir a identificagéo dos
elementos teciduais, propiciando o diagnéstico histolégico. A co|oragéo
pela hematoxilina (H) e pela eosina (E) cumpre muito bem esse papel.
Nessa coloracdo, os niicleos sdo corados pela hematoxina, sendo eviden-
ciados em roxo, enquanto o citop|asma e 0s espagos intercelulares sao
corados pela eosina, sendo visualizados em rosa. Havendo a necessidade
de se identificar certos elementos teciduais especificos, empregam-se técni-

cas histoquimicas especiais.

Ha diversos métodos especiais de coloracdo que propiciam uma melhor
identificagéo de determinados componentes teciduais. Por exemplo, a colora-
cao pelo método tricomético de Masson, que utiliza corantes especiais, permi-
te evidenciar tecido muscular e fibras colégenas; a co|oragéo pela resorcina
fucsina de Weigert demonstra fibras do sistema eléstico; o azul de toluidina

em pH écido ¢ uma colorago especifica para mastécitos.

Outros métodos utilizados para identificacio de elementos teciduais
podem utilizar sais pesados a base de prata metilica e ndo corantes. Nessa
categoria podem-se citar o método da reticulina de Gomori, que identifica
especificamente as fibras reticulares do tecido conjuntivo, sendo o método de
Grocott especifico para fungos, e o método de PAMS, especifico para

membrana basa|.

Em determinadas co|orag6es histoqufmicas, certas substancias, ao se com-
binarem com o tecido, formam uma nova substancia, e essa |igagéo pode ser
irreversivel. Essa ¢ a base da coloracdo com o azul da Prassia (ou Perls) e do
método que utiliza o 4cido periédico associado ao reativo de Schiff (PAS).

Na coloragdo com o azul da Prissia, devido & acdo do écido cloridrico, o ferro
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conjugado as proteinas ¢ ionizado e evidenciado apés reacdo com o ferrocianeto
de potéssio. O resultado dessa reacdo produz um precipitado azul e insolivel

de ferrocianeto férrico.

Na reacdo do método do PAS, o écido periédico oxida os grupos
hidroxila vicinal dos hidratos de carbono do glicogénio, mucoproteinas e
glicoproteinas, os quais sdo convertidos a grupamentos aldeidicos, de modo
que a cadeia polissacaridica se transforma numa cadeia polialdeidica. Os com-
postos aldeidos se combinam com o reagente de Schiff, que ¢ incolor, e esse

complexo formado revela-se como um composto colorido.

As co|oragées histolégicas de rotina e especiais, quando surgiram na
patologia cléssica, constituiram uma grande revo|ugéo € avango na metodologia
de estudo da célula, fornecendo subsidios importantes para a anélise dos
tecidos, e representam o ponto de partida para o uso de técnicas mais moder-

nas incorporadas a rotina de investigacao.

A seguir, encontram-se algumas sugestdes de técnicas histoquimicas.

Para evidenciar Células

HE, Feulgen, Papanicolau, Shorr,
Ncleo e citoplasma Giemsa, azul de toluidina, metil
green-pironina

Melanécitos Fontana-Masson

Células do tecido nervoso Violeta cresil, azul de toluidina,

Go|gi (Prata)

Secrecbes celulares PAS, PAS alcian blue pH 1,0
ou 2,5

AB-safranina, Geimsa, azul de
toluidina, sirius red em pH 10,2

Mastécitos e eosinéfilos
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Para evidenciar

Elementos da matriz extracelular

Glicoproteinas neutras

PAS

Proteoglicanos

PAS-alcian blue em pH 1,0 ou
pH2,5

Glicoproteinas ndo colagenosas

PAMS, reticulina

E|ementos Fibrosos a base o|e

colagenos

Tricomética de Masson, tricomética
de Gomori, picrossirius red

Fibras do sistema elastico

Resorcina fucsina de Weirgert

Para evidenciar

Tecidos especificos

Tecido conjuntivo

Tricomética de Masson, tricomética
de Gomori, Goldner, picrossirius
red, reticulina de Gomori

Tecido linfoide e mieloide

Giemsa, reticulina de Gomori

Tecido adiposo

Sudan black

Tecido muscular

Coloracaes tricromaticas, azul de
toluidina

Tecido cartilagionoso

Coloragses tricrométicas, PAS -

alcian blue em pH1,0 ou pH 2,5
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Para evidenciar Micro-organismos

Fungos de forma geral Grocott e PAS

Treponema pallidun, Leptospira, Warthin-Starry, Giemsa
Helicobacter pylori
Mycobacterium leprae Método de Fite, Wade, Kinyoun
Giardia lamblia, Giemsa, HE, leishman, PAS,
Entamoebahistolytica, hematoxilina férrica, Feulgen
Trichomonas vaginalis

Helmintos HE

Inclusdes virais HE

Criptococcus Mucicarmin, PAS, prata

metenamina

Consideracoes importantes

Geralmente as estruturas teciduais sdo visualizadas na mesma cor, ou
muito semelhante em tom ao do corante utilizado. Essa propriedade é conhe-
cida como ortocromasia. Porém, em a|guns casos, certos elementos teciduais,
ao serem visualizados apds a sua interacido com o corante, exibem uma cor
distinta do corante. Esse fendmeno é designado metacromasia. Algumas téc-
nicas de coloracdo podem demonstrar a metacromasia, como a coloracdo pelo
azul de toluidina em condigc')es especificas, que evidencia em magenta os

granulos dos mastécitos e os proteoglicanos da matriz cartilaginosa.
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Procedimentos gerais para coloracées

Antes de iniciar qualquer co|orag§o, devemos nos lembrar de que, apds
a microtomia, os cortes dos tecidos estdo impregnados pela parafina, que
precisa ser removida para que os corantes penetrem e se combinem com os

elementos teciduais.
O procedimento geral para qualquer co|orag§o ¢ o seguinte:

. Desparafinizagéo: visa & retirada da parafina dos cortes apds a microtomia.
Esse procedimento ¢ realizado com o auxilio do xilol, a mesma substén-
cia utilizada para a c|arificagéo dos tecidos durante o processamento para

a confeccdo do bloco contendo o fragmento do material a ser analisado.

o Hidratacdo: ¢é realizada por meio de sequéncias alcodlicas em concen-
tracdes decrescentes, ou seja, &lcool 1009, 95%, 80%, 70%, até a
4gua destilada. Cabe ressaltar que a maioria dos corantes se encontra
diluida em 4gua, devendo o dltimo banho ser com 4gua. Porém, quan-

do se utiliza um corante alcodlico, deve-se interromper a hidratagdo em

4lcool 70%.

. Co/oragéo: ¢ a imersdo propriamente dita dos cortes no corante,
favorecendo a combinagéo de suas estruturas com o corante para poste-

rior visualizacdo em microscépio de luz.

. Desidratagéo: retira a 4gua do tecido, pois os meios de selagem nao
sdo misciveis em dgua, e sdo necessérios para a confeccdo dos prepara-

dos histoldgicos permanentes. Assim, utiliza-se com concentragoes alco-

6licas crescentes: &lcool 709%, 80%, 95% e 100%.

o Clarificagéo: utiliza-se o xilol como liquido intermediario entre o &lcool

e 0 meio de selagem.

* Selagem ou montagem da ldmina propriamente dita: ¢ a etapa final da
preparacio da lamina para andlise ao microscépio de luz. Essa etapa
consta em cobrir o tecido com uma laminula de vidro, usando uma

substancia para fixar a 1amina & laminula (selagem).
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Protocolos de coloracdo para os tecidos

* Coloracdo pela hematoxilina mayer e eosina-floxina
Solugaes:

A) Hematoxilina de Mayer (Mayer, 1903):

Hematoxiling.........ooooei 1g
Agua destilada...........ccocoooiiiiiiii 1000 mL
lodato de sédio........cooviiiiii 0,2 g
Alimen de amonia ou POtassio...........cccoovveeiiieeiiii. 50g
ACO CICO. oo 1g
Hidrato de cloral................oooo 50 g

Dissolver a hematoxilina na dgua destilada agitando (aquecer um pouco
até 60 °C). Acrescentar o iodato de sédio e o alimen. Agitar até dissolver
totalmente. Adicionar, entdo, o 4cido citrico e o hidrato de cloral. Deixar
agitando para que todos os componentes se dissolvam totalmente. A cor final
do corante ¢ vermelho-violeta. O corante estaré pronto para o uso imediato e
poderd ser usado por cerca seis meses (no maximo), sem que ocorra o amadu-

recimento exagerado.

Nota técnica: existem vérios tipos distintos de so|ug6€s para o preparo da
hematoxilina, como a de Mayer, Harris, Delafield e Erlich. Esses tipos de
solugdes variam de acordo com o tempo de coloracdo, aplicagdo e composi-
cdo quimica do corante. A hematoxilina de Harris ¢ muito utilizada nos labora-
térios de anatomia patoldgica por produzir bons resultados com um tempo
curto de co|oragéo. A hematoxilina de Mayer apresenta bons resultados,

porém com um tempo maior de co|oragé'o. As hematoxilinas de Erlich e
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Delafield sao empregadas em tecidos 6sseos que sofrerdo a acao por

descalcificadores contendo 4cidos fortes. A seguir, serdo descritos os métodos

de co|oragéo pela hematoxilina e eosina, utilizando a hematoxilina de Mayer e

a de Harris.

B) Eosina-floxina:

1- Solucdo estoque de eosina 196 em agua destilada.

92- Solucdo estoque de floxina 19 em 4gua destilada.

3- Solugdo de uso de eosina-floxina:

Eosina 196 (solucdo estoque 1)..........................

Floxina 19 (solugdo estoque 2)............cccovvvvvviiii... 10 mL
Alcool etilico 95%.....ov oo 780 mL
Acido acético glacial PA...... 4 mL

Procedimento:

1- Desparafinizar e hidratar as laminas até a 4gua destilada.

9- Corar com a hematoxilina de Mayer durante 20 minutos’.
3- Lavar em 4gua corrente durante 25 minutos.

4- Comecar a desidratacdo com élcool 709 durante 1 minutos.
5- Corar pela eosina-floxina durante 2 minutos.

6- Lavar rapidamente em é4lcool 95%.

7- Desidratar em 3 banhos de élcool absoluto por 1 minuto cada.

8- Clarificar em 3 banhos de xilol e selar.

Resultados: nicleos em azul e citoplasma em vérias tonalidades de rosa.

! Recomendamos fazer um teste prévio, pois, conforme o material, esse tempo poderé ser reduzido e

ainda se obterem bons resu|tados.
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Notas de biosseguranca

Atencdo, pois o xilol ¢ o 4lcool sdo altamente inflaméaveis. Use luvas nitrilicas,
jaleco e méscara com filtro de protecdo contra vapores organicos. Durante a
manipulacdo dos reagentes, evite contato com o liquido e o vapor de xilol.
Esse elemento é téxico para as vias aéreas e, quando inalado por tempo
prolongado, pode causar a morte. Em caso de incéndio, extinguir com espu-

ma, pb quimico seco ou diéxido de carbono. O vapor de xilol é mais

pesado do que o ar, exigindo capela com exaustdo inferior.

* Coloracdo pela hematoxilina de Harris e eosina-floxina

Solucdes:

A) Acido-slcool a 1%:
Acido cloridrico (HCD o 1 mL
Etanol @ 70%.......cccooiiiiiiiiiiceeeeeee 99 mL

B) Agua amoniacal:
Hidréxido de aménio (NHOH).......................... 2a4d4mb

Agua destilada............coooo 800 a 1000 mL

C) Carbonato de litio saturado:
Carbonato de litio (LICO)....ooooioiiii 1,54 g
Agua destilada.............coo 100 mL

D) Eosina-floxina (ver o método de hematoxilina de Mayer e esosina-

floxina)
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E) Hematoxilina de Harris (Harris, 1900):

Hematoxiling ..o 50g
Etanol @ 100%......oooeee e 50,0 mL
Alimen de potéssio ou de aménio........................... 100 g
Agua destilada.........cooooiiii 1.000 mL
Oxido merciirio (p6 vermelho) (HgO)...................... 2,5¢

Dissolva o altmen em 4gua destilada com o auxilio de uma placa aque-
cedora e um agitador magnético em um recipiente. Dissolva a hematoxilina no
4lcool & temperatura ambiente, em recipiente separado. Lentamente, misture as
duas so|ug6es aquecendo em placa aquecedora, até entrar em ebu|igéo‘ Retire
da fonte de calor e, com cuidado, acrescente lentamente o 4xido mercurio,
que faz com que a so|ugéo entre rapidamente em ebu|i<5‘éo, podendo transbor-
dar do recipiente. Retorne a so|ugéo para a fonte de calor até que adquira a

cor plrpura-escura. Esfrie, e a solugdo estard pronta.

Para o uso:

Acrescente 20 mL de 4cido acético glacial para intensificar a co|oragéo

dos nlcleos.

Filtre sempre antes de cada uso.

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.

2- Corar com solucdo recém-filtrada de hematoxilina de Harris

por 6 a 10 minutos®.

2 Recomendamos fazer um teste prévio, pois, conforme o material, esse tempo poderé ser reduzido e
ainda se obterem bons resultados.
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3- Lavar em égua de torneira por 5 minutos.
4. Diferenciar em élcool-4cido, com 1 ou 2 mergulhos.
5- Lavar rapidamente em agua de torneira.

6- Colocar em solugdo fraca de 4gua amoniacal ou de carbonato

de litio saturada até que os cortes fiquem azul-brilhantes.

7- Lavar completamente em 4gua de torneira por 10 minutos.
8- Colocar em élcool etilico a 80% por 1 a 2 minutos.

9- Contracorar em solucdo de eosina-floxina por 2 minutos®.
10- Desidratar a partir do é&lcool 95%.

11- Desidratar com 3 banhos de 4lcool absoluto.

12- Clarificar em 3 banhos de xilol e selar.

Resultados:
NGCl@OS. . ... azul
Citop|asma ...................................... réseo a vermelho
Demais estruturas tissulares......................... réseo a vermelho

Nota de biosseguranca: O 6xido mercirio ¢ téxico, venenoso e combustivel
(oxidante).

* Método de coloragio pelo Giemsa de Lennert (Lennert, 1978)
Solucdes:

A) Acido acético 0,5%.

B) Alcool isopropilico.

3 Recomendamos fazer um teste prévio, pois, conforme o materia|, esse tempo poderé ser reduzido e
ainda se obterem bons resultados.



152 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Saide

@) Alcool etilico 95%.
D) Xilol

E) Solugio de Giemsa:
Giemsa Merck em solucdo estoque.......................... 20 mL
Agua destilada..........ooo 80 mL

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar as laminas até a 4gua destilada.
2- Corar utilizando a solucdo de uso de Giemsa por 1 hora.
3- Diferenciar em 4cido acético 0,5% - 3 mergulhos

4- Continuar a diferenciacdo em alcool etilico 95%, olhando
sempre ao microscépio (o tempo varia de acordo com o tipo e
espessura do tecido).

5- Desidratar em élcool isopropilico - 3 banhos, de 3 minutos

cada.

6- Clarificar em xilol e selar.

Nota: A solucdo de Giemsa descora com o tempo; aconselha-se examiné-la e

fotografé-la o mais répido possivel.

Resultados:
Citoplasma. ..o rosa
NGCICOS. ..o azul

HemaCIas. . ..o vermelho
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Gréanulos de mastocitos. .........ovvvvueeiiieeeiiie e plrpura
BaCtrias. ..o azul
Parasitas da maldria..........cooovire azul

e Método do acido periédico + reativo de Schiff (PAS)
(McManus, 1946)

Solucdes:

A) Acido Periédico 0,5%.

B) Reagente de Schiff:

Fucsing baSICa. ... .oovoiee e 1g
Metabissulfito de sédio ou bissulfito de sédio.................. 2g
Agua destilada.........cooooiii 200 mL
Acido cloridrico T N...oov oo, 20 mL

Procedimento:

1- Dissolver em 200 mL de 4gua destilada quente, 1 g de

fucsina basica.

9- Deixar entrar em ebulicdo.

3- Esfriar ate 50 °C.

4- Adicionar 2 g de metabissulfito ou dissulfito ou bissulfito de

sédio anidro.
5- Filtrar.

6- Colocar uma pitada de metabissulfito de sédio anidro e em

seguida adicionar 20 mL de 4cido cloridrico 1 N.

7- Asgitar, esfriar e guardar na geladeira em frasco dmbar ou

envolvido em papel aluminio.
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8- No dia seguinte, colocar uma pitada de carvdo ativado e
filtrar. O filtrado deve ficar branco ou cor-de-palha; caso contré-
rio, deve-se colocar mais uma pitada de metabissulfito de sédio

anidro e filtrar novamente.

C) Solugao sulfurosa:
Soluggo estoque:

Metabisssulfito de potéssio ou bissulfito de potéssio... 10 g
Agua destilada..........oooooi 200 mL
Acido dloridrico 1 N.....oo oo, 10 mL

Soluggo de uso:

Solugio estoque......... .o 6 mL
Agua destilada........cooooioro 114 mL

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.

92- Colocar as laminas na solucdo de 4cido periédico 1% por 15

minutos.
3- Lavar em 4gua destilada por 5 minutos.

4. Corar pelo Schiff (guardado na geladeira e no escuro*), por
15 minutos & temperatura ambiente.
5- Colocar em trés trocas de so|ugéo sulfurosa de uso durante 5

minutos cada e desprezar apés o uso.

* Envolver o vidro com papel aluminio.
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6- Lavar em 4gua destilada por 4 minutos.
7- Corar pela hematoxilina de Mayer durante 10 minutos.
8- Lavar em dgua corrente durante 5 minutos.

9- Desidratar, clarificar e selar.

Resultados:

Membrana basal, mesangio, fibrina, muco, amiloide, coloide, de colo-

racdo résea a vermelho purpura.

» Método de Gomori para fibras reticulares (Gomori, 1937)
Solugdes:

A) Solucio de permanganato de potéssio 1%.
S permang p

B) Solucdo de écido oxalico 3%.

C) Solugdo de altimen de ferro 2%.

D) So|ugéo de nitrato de prata amoniacal de uso:
Nitrato de prata 109% (aquoso)..............ccceeeeuunn.... 20 mL
Hidréxido de potéssio 109 (aquoso)..............cc........ 5mbL

Hidréxido de aménia 28% (aquoso): adicionar aos poucos,
gotejando até que o precipitado marrom desaparega, sempre agi-

tando.

A so|ugéo se tornara transparente. Acrescentar entdo 3 gotas de nitrato
de prata 109, agitando. Acrescentar 4gua destilada na proporcdo de 1:1.

Acrescentar finalmente 25 mL de 4gua.
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E) Formaldeido 10%: (1 parte de formaldeido comercial + 3 partes
de 4gua destilada)

F) Cloreto de ouro 1%.

Q) Tiossulfato de sédio 5%.

Observagéo: Os cortes devem ser aderidos em laminas quimicamente limpas e

desengorduradas, com uma Fina camada de a|bumina de Mayer.

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.

2- Mergulhar em solucdo de permanganato de potéssio 1% por

1 minuto.

3- Lavar em 4gua destilada por 2 minutos.

4- Descorar pelo 4cido oxélico 39 por 3 minutos.
5- Lavar em 4gua corrente por 3 minutos.

6- Colocar as laminas no alimen de ferro 29 ou sulfato de ferro

e aluminio por 1 minuto.
7- Lavar em 4gua destilada por 2 minutos.

8- Solucdo de nitrato de prata amoniacal (solucdo de uso) por 1

minuto.
9- Lavar em 4gua destilada por 5 minutos.

10- Formaldeido 10% por 3 minutos.

11- Agua corrente por 5 minutos.
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12- Solugdo de cloreto de ouro 1% por 10 minutos.
13- Lavar em é4gua destilada por 2 minutos.
14- Tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto.
15- Lavar em 4gua corrente por 2 minutos.

16- Desidratar, clarificar e selar.

Resultado:

Fibras reticulares .......................... negro.

Método de coloragdo tricromatica de Masson (Masson, 1929)
Solucdes:
A) Solugdo aquosa, saturada, de 4cido picrico:
Acido PICHCO. . e 1,2 g
Agua destilada.........cooooiiii 100 mL

B) Solucdo fixadora de Bouin:
Solugdo aquosa, saturada, de 4cido picrico ...750 mL
Formalina (37-4096)........ccccoooiiii, 250 mL
Acido acético, glacial.............................. 50 mL

C) Solugdo de uso de hematoxilina férrica de Weigert:

Misturar, em partes iguais, as solucdes estoques A e B (100 mL da
soluggo A + 100 mL da solucdo B).

Soluggo estoque 1:

Hematoxilina, cristais.................cooveiiiiiiiiiii 1g

Etanol, 95% .. oo 100 mL
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Solugdo estoque 2:

Cloreto férrico (FeCl ), 29%......coovvviiiiiiiiii 4 mL
Agua destilada...........coooiii 95 mlL
Acido cloridrico concentrado (HCl).............ooco.. 1 mL

D) Solugdo de fucsina 4cida - Biebrich Scarlet:
Biebrich Scarlet (C.I. 26905), solucdo aquosa a 1%....90 mL
Fucsina 4cida (C.1. 42685), solucdo aquosaa 1%....... 10 mL

Acido acético glacial.................... 1 mL

E) Solugdo de é4cido fosfotiingstico - fosfomolibdico:

Acido foSfOtlNGStICO. . ..o 5g
Acido fosfomoliodico. ... v oo 5g
Agua destilada. ... 200 mL

F) Solucdo de azul de anilina:

Azul de anilina............. 2,5¢g
Acido acético glacial........oooo 2 mL
Agua destilada.........cooooiii 100 mL

G) Solugdo de 4cido acético glacial a 1%:

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar até a dgua destilada.

9- Colocar no liquido de Bouin por 1 hora a 56 °C ou &
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temperatura ambiente, por uma noite, se os cortes foram fixados
em formalina. Essa etapa ndo é necesséria se a fixacdo for feita no
liquido de Bouin.

3- Deixar esfriar por 10 minutos.

4- Lavar em agua corrente até que os cortes Fiquem claros. Em

seguida, enxaguar em 4gua destilada.

5- Corar na solugdo de hematoxilina férrica de Weigert por 10

minutos.

6- Lavar em 4gua corrente por 10 minutos. Apds, enxaguar em

4gua destilada.

7- Corar em solugdo aquosa de Biebrich Scarlet a 1% por 5

minutos.
8- Enxaguar em 4gua destilada.

9- Colocar na solucdo de 4cido fosfotingstico-fosfomolibdico

por 10 a 30 minutos.
10- Corrar em solugdo de azul de anilina por 15 a 30 minutos.
11- Enxaguar em 4gua destilada.

12- Diferenciar na solucdo aquosa de 4cido acético a 19, por 3

a 5 minutos.

13- Desidratar a partir do etanol a 959, clarificar com xilol e selar.

Resultados:
NUCICOS. ..o preto
Msculo, citoplasma, queratina.............................. vermelho

ColdGeNO. ..o e azul
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* Método de Weigert (Weigert, 1898)
Solugaes:

A) Resorcina fucsina de Weigert:

Fucsing ba&sica.....oovvee

ReSOrCING. . ..o

Agua destilada...........cooooo
Cloreto férrico 30 9%........ooooviiiiiiiiiieii

Dissolver 2 g de Fucsina bésica e 4 g de Resorcina em 200 mL de 4gua
destilada em ebulicdo. Adicionar 25 mL de cloreto férrico a 309, deixando

ferver por mais 5 minutos. Filtrar e desprezar o filtrado. O precipitado que

ficou no papel de filtro deve ser dissolvido em 200 mL de etanol 90%

aquecido. Apbs esfriar, completar para 200 mL com etanol 90% e juntar

4 mL de écido cloridrico concentrado. O corante deve ser guardado na

geladeira, pois o élcool pode evaporar com o calor.

B) Solucdo de persulfato de potéssio 109% ou monopersulfato de

potéssio 10% ou oxona 10%

C) Solugao de Van Gieson:

Fucsina é4cida, solucdo aquosaa 1%...................

Acido picrico, so|ugéo saturada aquosa

(21 gpara 1 Ldedgua) .ooooovvveiiiii.

Acido cloridrico concentrado.........coooiiiii
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Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até o 4lcool 70%.
9- Oxidar pela oxona 10% (desprezar apés o uso).
3- Corar pela resorcina-fucsina durante 1 hora.

4. Passar por 3 banhos de élcool 95% (em borréis), para retirar

o excesso de corante por alguns segundos em cada banho.
5- Lavar em 4gua destilada.
6- Contracorar ou ndo com a solucio de Van Gieson

7- Desidratar rapidamente em 3 banhos de é4lcool absoluto (em
borréis).

8- Clarificar em 3 banhos de 3 minutos de xilol.
Resultados:

Fibras eldsticas ........oovvveee marrom-avermelhado.

» Método da prata metenamina de Grocott (Grocott, 1955)
Solugaes:

A) Solucdo de é4cido crémico (triéxido de cromo) a 4%.

B) Solugdo de nitrato de prata a 5%.

O So|ugéo de metenamina (hexametilenotetramina) a 3%.

D) Solucdo de bérax a 5%.
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E) So|ugéo estoque de nitrato de prata-metenamina:
Solugdo de nitrato de prataa 5%...............ccccciinn. 5 mlL
Solucdo de metenamina a 3%..............ooeeviiiii 100 mL

F) Solucdo de trabalho de nitrato de prata-metenamina:

So|ugéo estoque de nitrato de prata-metenamina........... 25 mL
Agua destilada..........oooo 25 mL
Solugdo de bérax a 5%...........cccccoiiiiiiiiiiiii 2 mL

Prepare no momento de usar. Nao use se ficar turva.

G) Solugdo de bissulfito de sédio ou metabissulfito de sédio a 1%:

Prepare no momento o|e usar.

H) Solucdo de cloreto de ouro a 0,1%.
) Solucdo de tiossulfato de sédio (hipossulfato de sédio) a 5%.

J) Solugdo estoque de light green a 0,2%:
Light green SF yellow........................................0,2 g
Agua destilada.........cooooii 100 mL

Apbs misturar, acrescente 0,2 mL 4cido acético glacial.

K) So|ugéo de uso de light green:
Solugdo estoque de light green ...................cccoeei. 10 mL
Agua destilada. ..o 50 mL
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Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.

2- Oxidar pela solucdo de triéxido de cromo a 4%, preparada

no momento de usar, e deixar por 1 hora.

3- Lavar em 4gua de tomeira por poucos segundos.

4- Colocar na solucdo de bissulfito de sédio a 1% por 1 minuto.
5- Lavar em 4gua corrente por 5 a 10 minutos.

6- Enxaguar em 4gua destilada; 3 trocas.

7- Colocar os preparados na so|ugéo de trabalho de nitrato de

prata-metenamina, preparada no momento de usar, e deixar na

estufa a 58°C - 60°C, por 50 a 60 minutos.
8- Enxaguar em 4gua destilada vérias vezes.

9- Colocar na solugdo de cloreto de ouro a 0,1% e deixar por

2 a 5 minutos.
10- Enxaguar em 4gua destilada.

11- Colocar na solugdo de tiossulfato de sédio a 5%, e deixar

por 2 a 5 minutos.
12- Lavar em 4gua de torneira.

13- Contracorar na solucdo de trabalho de light green por 30

a 45 segundos (esse tempo pode variar).

14- Desidratar, clarificar e selar.

Resultados:
Fungos .........coccciii. nitidamente delineados em preto
Mucina......ooo cinza-escuro
Parte interna de micélios e hifas..................... rosa-acinzentado
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» Método de Warthin-Starry (Kerr, 1938)
Solugaes:

A) Acido citrico 1%.

B) Solucdo de Agua acidulada:
Agua tridestilada deionizada............................... 1000 mL

Acrescentar a solucdo de 4cido citrico a 19, o suficiente para

alcancar o pH 4,0.

C) Solugao impregnante de nitrato de prata a 1%:
Nitrato de Prata...........ooeeeeeeeeeeiee e 1g
Agua acidulada...........oooo 100 mL

D) Solugdo de nitrato de prata 2% para revelacso:
Nitrato de Prata...........o.oeeeueeeeeiiee e 2g
Agua acidulada.........oooo 100 mL

E) Solucdo de hidroquinona a 0, 15%:
Hidroquinona cristalina qualidade fotogréfica............... 0,15¢
Agua acidulada...........coo 100 mL

F) Solucdo de gelatina a 5%:

Gelating PUa. .. .o 10 g
Agua acidulada.........oooo 200 mL
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Conservar as solugdes de nitrato de prata 2%, gelatina 5% e
hidroquinona 0,15% em frascos de Erlenmayer de 50 mL, em banho-maria

54 °C, até preparar a solucio G:

G) Solugdo reveladora:

Nitrato de prata 29%.........oeiiiieiiiiieiiee 1,5 mL
Gelating 5% ... .o 3,75 mL
Hidroquinona 0,15%.........c..coviiiiiiiiiiiii 2,0 mL

Misturar num pequeno béquer os ingredientes acima na ordem descrita,
assegurando-se que a mistura do nitrato de prata e gelatina esteja totalmente
completa. Apbs isso, adicionar a hidroquinona. Preparar a so|ugéo somente

na hora de usar.

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.

2- Impregnar pela solucdo de nitrato de prata a 1%, por 30

minutos em banho-maria pré-aquecido & 43 °C.

3- Preparar a solugdo reveladora. Usar a solucdo imediatamente

apds colocar a hidroquinona.

4- Recobrir os cortes com a solucdo reveladora, preparada no
momento do uso. Os cortes tornam-se marrons-claros ou amare-
los. Controlar ao microscépio. As espiroquetas aparecem em

negro com fundo amarelo ou marrom-claro.
5- Lavar rapidamente em 4gua morna comum (56°C).
6- Mergulhar em 4gua destilada.

7 - Desidratar a partir do &lcool 95%, clarificar e selar.
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Resultados:
Espiroquetas, corpos de Donovani...negro

Co|oragéo de Fundo ................... o|e amare|o da marrom-claro

Referéncias:

C. H. Bridges e L. G. Luna estudaram vérias modificacoes da

técnica, que se encontra publicada em Lab. Invest.,1957.

e Sirius red em pH 10,2 (Bogomoletz, 1980; Luque, 1989)

Soluggo:

A) Solucgo de sirius red em pH 10,2:
Sirius red ou direct red 80..........................oc 0,5g
Agua destilada..........ooooii 45 mL
Alcool absoluto. ... ..vovoveeeeeeeo e 50 mL

* Adicionar NaOH 0, 1N, até atingir o pH 10,2.

* Deixar repousar por 2 horas.
* Gotejar lentamente o cloreto de sédio 209% em baixo de luz
forte até aparecer o precipitado.
* Deixar repousar durante a noite sob luz forte e filtrar na manha
seguinte.

Esta so|ugéo dura um més 3 temperatura ambiente; mas poo|e durar mais,

caso fique na geladeira. Apds um més, aumentar o tempo de coloraco.
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Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes até a dgua destilada.
9- Corar por 5 minutos pela hematoxilina de Mayer.
3- Lavar em 4gua corrente por 5 minutos.
4- Lavar em 4gua destilada por 2 minutos.
5- Passar pelo élcool 709 por 3 minutos.
6- Corar pela solucdo de sirius red pH 10,2 por 1 hora ou mais.
7- Lavar em 4gua corrente por 10 minutos.

8- Desidratar, clarificar e selar.

Resultados:
Granulos do eosinéfilos. ... vermelho
NUCIROS. ..o azul

* Método de Fite (Fite, 1947)
Solugaes:

A) Vaselina terebentina:

Terebenting............ooooiieiiii 70 mL

Vaselina..........cooooiooiii 30 mL
ou Solucdo de Oleo de Anilina - Xilol:

Oleo de anilina............ooorvviieriririiiioriceeens 30 mL
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B) Solucdo de carbol-fucsina de Ziehl-Neelsen:

Fenol, cristais fundidos...........coovviiiiii, 2,5 mL
Etanol absoluto...................cooooiiiiii 5 mL
Fucsing basica...........covuuueeii i 0,5 g
Agua destilada..........ooooi 50 mL

Primeiro, deve-se dissolver a fucsina bésica no etanol, juntar o fenol e,

por ltimo, adicionar a 4gua destilada. Esta so|ugéo deve ser filtrada.

C) Solucao de 4lcool-acido a 1%:
Acido clofdiico. ..o oo 1 mL
Alcool etilico (etanol) @ 70%.......covvieiiiiii. 99 mL

D) Solucgo estoque de azul de metileno:
Azul de metileno................. 1,4 g
Etanol @ 95%......uvvviiiiiiii 100 mL

E) Solugdo de trabalho de azul de metileno:

Solugdo estoque de azul de metileno........................ 10 mL

Agua destilada.........cooooii 90 mL

Acido acético glacial.......coooo 0,5mL
Procedimento:

1- Desparafinizar as laminas em 2 trocas, de 10 minutos cada,
em solucdo de vaselina terebentina ou éleo de anilina — xilol em
estufa 60°C. Lembrar-se de que essas solugées devem estar a

60°C antes de imergir as ldminas.
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9- Deixar os cortes secarem ao ar por 15 minutos. O filme de

6leo remanescente prevenira a retracio e os danos aos cortes.

3- Corar na solucdo filtrada de carbol-fucsina de Ziehl-Neelsen

por 30 minutos.

4- Lavar em 4gua de torneira por 10 minutos.

5- Diferenciar os cortes na solucdo de alcool-4cido a 1% até que
fiquem rosa-pélidos.

6- Lavar em 4gua corrente por 3 minutos.

7- Contracorar com a so|ugéo de trabalho de azul de metileno

por 30 segundos a 1 minuto.

8- Enxaguar, em 4gua de torneira, o excesso de so|ugéo de

trabalho de azul de metileno.

9- Desidratar os cortes rapidamente, em 2 trocas cada, em etanol

a 95% e etanol absoluto.

10- Clarificar em xilol; 2 trocas de 2 minutos cada.

11- Selar.

Resultados:
Bacilos da lepra e outros 4cido resistentes............... vermelho.
FUNdo. .o azul-pélido.

» Método do mucicarmim (Southgate, 1927)

Solugaes:

A) So|ugéo estoque mucicarmim de Southgate:
Carmim. e 1g
Hidréxido de aluminio.............cooooiiiii 1g
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Etanol @ 509, ... 100 mL
Cloreto de aluminio, anidro.............ccvuiieiiiei i 5g

Faca essa solucdo em banho-maria. Quando frio, filtre.

B) Solucdo de trabalho de mucicarmim de Southgate:

So|ugéo-estoque de mucicarmim de Southgate............... 10 mL

Agua destilada..........ooo 90 mL

C) Solugdo de trabalho de hematoxilina férrica de Weigert:
Partes iguais das solucdes estoque A e B (100 mL de A + 100 mL

de B). Ver o método de coloracdo pela tricroméatica de Masson.

D) Solucdo de amarelo metanil a 0,25%:

Amarelo metanil.............. 0,25 g
Agua destilada........ooooooo 100 mL
Acido acético glacial ... 0,25 mL

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar até a 4gua destilada.

9- Deixar na solucdo de trabalho de hematoxilina férrica de Weigert

por 7 minutos.
3- Lavar em 4gua corrente de torneira por 10 minutos.

4. Corar na so|ugéo de trabalho de mucicarmim de Southgate por

30 minutos e descarta-la apés o uso.

5- Enxaguar rapidamente em dgua destilada.
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6- Contracorar na solucdo de amarelo metanil por 1 minuto.
7- Desidratar a partir do etanol 95%.

8- Clarificar e selar.

Resultados:
Mucing. ..o rosa-escuro
Cépsula de Cryptoccocus sp...........ccc..ccoeiiiii.. rosa-escuro
NUCICOS. ..o preto
Fundo. ..o amarelo

Método de Feulgen para DNA (Feulgen e Rossenbeck, 1924)

Solucdes:

A) Acido cloridrico TN:
Acido cloridfco. ... oo 8,3 mL
Agua destilada.............coo 91,7 mL

B) Metabissulfito de sédio 0,5%.

C) Reagente leuco fucsina de Schiff (ver método do écido periédico +
reativo de Schiff (PAS)).

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar dos cortes até a 4gua destilada.

9- Lavar os cortes em 4cido cloridrico TN em temperatura

ambiente.
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3- Transferir para o 4cido cloridrico 1N pré-aquecido, a 60°C

para hidrolisar os cortes.
O tempo de hidrélise depende do fixador utilizado:
e Formaldeido = de 8 a 12 minutos.
* Bouin = de 5 ad 8 minutos.
o He”y = em torno de 5 minutos.

4. Transferir para a so|ugéo o reagente leuco fucsina de Schiff

durante 45 minutos.

5- Lavar em 3 banhos de metabissulfito de sédio 0,5%, de 2

minutos.
6- E opcional contracorar com light green 1% durante 1 minuto.

7- Desidratar, clarear e montar.

Resultados:
DNA vermelho-pirpura
Citoplasma. .....oooee e verde

* Método de Coloracao pelo alcian blue em pH 2,5
(Lev. e Spicer, 1964).

Solugaes:

A) Soluco de 4cido acético glacial a 3%.

B) Solucdo de alcian blue:

alcian blue, 8GX.............................coeeec. g
Solucdo de 4cido acético @ 3%..........cccovviiiiiiiin, 100 mL
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C) So|ug§o de nuclear fast red (kernechtrot):
Nuclear fast red (kernechtrot) ..............................0,1 g
Solucdo de sulfato de aluminio a 5% ..................... 100 mL

Aquega a so|ugéo lentamente, até ferver. Esfriar e filtrar. Acrescente

timol para preservar.

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar até dgua destilada.

92- Colocar em solucdo de écido acético glacial a 3% e deixar

por 3 minutos.

3- Corar na solugdo de alcian blue por 30 minutos.
4- Lavar em 4gua corrente por 10 minutos.

5- Enxaguar em 4gua destilada.

6- Contracorar com a so|ugéo de nuclear fast red filtrada por 5

minutos.
7- Lavar em égua corrente por 1 minuto.

8- Desidratar, clarificar e selar.

Resultados:
Mucossubstancias dcidas sulfatadas e carboxiladas. ........ azul escuro
NGCl@OS. ..o vermelho a rosa

Citoplasma. .......ooie rosa-pélido
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* Método de coloragao pelo alcian blue, pH 1,0
(Lev e Spicer, 1964)

Solugaes:

A) Solugdo de 4cido cloridrico TN:
Acido cloridrico. ... oo 83,5 mL
Agua destilada.........cooooiiii 916,5 mL

B) Solucdo de é4cido cloridrico O,1 N:
Solugdo de é4cido cloridrico TN...................oooooin. 10 mL
Agua destilada..........coo 90 mL

C) Solucdo de alcian blue:
Alcian blue, 8GX............................................ g
Solucdo de 4cido cloridrico 0,1 N...............oco. 100 mL

Procedimento:
1- Desparafinizar e hidratar as laminas até dgua destilada.
9- Colocar na solugdo 4cido cloridrico O, 1N e deixar por 3 minutos.
3- Corar pela solucdo de alcian blue por 30 minutos.

4. Retirar o excesso de corante com papel de filtro. Nao enxa-

guar em agua.

5- Desidratar, clarificar e selar.

Resultados:

Mucossubsténcias su|Fatao|as ..................................... azul-escuro
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Notas de biosseguranga

Ao manipular vérios produtos quimicos para os métodos de coloracdo, use
mascara com filtro préprio para vapores organicos, em local arejado e com
exaustdo. O preparo dessas so|u<5'6es deve ser feito em capela de exaustdo,
evitando sempre o contato com a pele ou a vias respiratérias. Observe a
ficha de seguranca de cada produto quimico utilizado para os métodos de
coloracdo, muitos sdo danosos & satde se inalados, engolidos, ou se entra-
rem em contato com a pe|e. Nunca descarte as so|ug6es corantes ou
qualquer solugdo preparada para o desenvolvimento das coloracdes em

esgoto sanitério convencional, procure saber a politica de descarte de

produtos téxicos de sua instituicao.

7. Técnicas imuno-histoquimicas

Os corantes auxiliam o estudo histolégico das caracteristicas quimicas
teciduais e, no caso de algumas co|oragf>es especiais, destacam regides espe-
cificas do tecido ou até mesmo classes de proteinas. Contudo, para se identi-
ficar alguns elementos teciduais, em situagdes normais ou patoldgicas, ¢é preciso
reconhecer certas proteinas especificas, o que ndo é possivel por meio das
técnicas histoquimicas. Para tal, recomenda-se a utilizagdo de métodos imuno-
histoquimicos, que, como o préprio nome sugere, rednem conhecimentos
préprios da imunologia, histologia e quimica.

A imuno-histoquimica se baseia na capacidade de certas substancias com
afinidade especifica para determinados elementos, isto é, anticorpos. Os
anticorpos, ao reconhecerem especificamente uma proteina-alvo, possibilitam a
identificacdo molecular de elementos teciduais com observacdo nos diferentes

tipos de microscépio.
A imuno-histoquimica tem diversas ap|icag6es como método de auxilio
ao diagnéstico de doencas inflamatérias, infecciosas e neoplasias, além de ser

utilizada para determinar fatores preditivos e prognésticos no cancer.
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O que sdo anticorpos?

Os anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (Ig) sdo um grupo especial de
glicoproteinas produzidas naturalmente por células do sistema imunolégico de
diversas espécies animais e sdo classificados em cinco isotipos (tipos de
imunoglobulinas): IgA, IgD, IgE, 1sG e IgM.

O antigeno é uma substancia que, em condicoes apropriadas, ¢ capaz
de estimular a produgéo de um determinado anticorpo. Quando um antigeno
originrio, por exemplo, de bactérias, fungos, vacinas, penetra no organismo,
ele é reconhecido como elemento estranho, desencadeando uma série de
eventos, como a produgéo de anticorpos que reconhecerdo especificamente

esse antigeno.

O reconhecimento do antigeno pelo anticorpo ocorre de duas formas:
quimica, pela afinidade entre essas moléculas; e estrutural, pois os anticorpos
possuem uma estrutura tridimensional que se adapta perfeitamente & estrutura

do antigeno, realizando uma |igagéo designada chave-fechadura.

Ao se introduzir um antigeno especifico em um animal, este reagiré contra
esse antigeno e, apds um determinado tempo, serd possivel isolar anticorpos que
reconhegam o antigeno do soro desse animal. Os anticorpos sao utilizados para
determinar a presenca desse antigeno em um tecido de outro animal. Atualmen-
te, os anticorpos comercializados por grandes empresas sao obtidos a partir de
diferentes animais, como, por exemp|o: camundongo, rato, coelho, macaco,

porco, dentre outros, utilizando metodologias avangadas.

Aplicabilidade do uso de anticorpos

Os anticorpos podem ser utilizados em células em cu|tura, ou em cortes
histolégicos de tecidos processados segundo a técnica de inclusdo em parafina,

em cortes obtidos pelo método de conge|agéo ou ainda incluido em resina.
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E importante notar que, independentemente do método de processamento
histolégico, deve-se ter o cuidado de preservar o antigeno no tecido, evitando

modificagdes na sua conformagdo tridimensional ou na composicdo quimica.

A preservacao adequada dos antigenos depende de uma boa Fixagéo
e de um bom processamento. O fixador utilizado em imuno-histoquimica
deve ser capaz de preservar tanto a morfo|ogia tecidual quanto o antigeno,
além de impedir sua extracao e deslocamento durante o processamento do
material. Ndo existe o fixador ideal; porem, deve-se conhecer o mecanismo
de acdo tecidual de cada solucdo fixadora para escolher o método de fixacao

mais adequado.

O formol, assim como os demais fixadores aldeidicos, ao estabelecer
ligacdes cruzadas com as proteinas teciduais, torna as proteinas insolGveis na
forma de um gel. Essas |igagées formam uma malha que pode impedir a |igagéo
do anticorpo ao antigeno tecidual, além de mudar a configuragéo tridimensional
dos antigenos. Quanto maior o tempo de Fixagéo, isto ¢, o tempo em que um
determinado tecido é submetido ao fixador, mais pontes serdo formadas. Por
essa razdo, ¢ importante controlar o tempo de Fixagéo necessario para preservar

as estruturas teciduais.

Para haver reacao entre o antigeno e o anticorpo em materiais fixados
por aldeidos, é necessario “desmascarar” os antigenos, desfazendo as pontes
intermoleculares formadas durante a fixacdo. Com esse objetivo, utiliza-se um
procedimento denominado recuperagdo antigénica. Existem diversos mecanis-
mos para se recuperar os antigenos em um tecido. A escolha do método ideal

depende do tipo de tecido a ser analisado e da préatica do laboratério.
Os principais métodos de recuperacao antigénica sao:

* Método enzimético, empregando-se enzimas como a tripsina ou pepsina.
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* Método fisico-quimico por aquecimento, utilizando-se panela de pres-
s3o, panela a vapor, banho-maria e micro-ondas, devendo o material
ser imerso em uma solucdo de tampao citrato ou tris-EDTA.

» Método fisico-quimico por sonicacao®, isto ¢, realiza-se a sonicacdo

em tampao citrato ou tampao tris-EDTA.

A reagdo imuno-histoquimica deve ocorrer em temperatura e pH con-
trolados. Por essa razdo, as laminas devem ser mantidas em estufa ou geladeira
durante o procedimento e os cortes cobertos por uma so|u<5‘éo tamponada.
Temperaturas elevadas aceleram a reacdo entre antigeno e anticorpo, embora
diminuam a especificidade do anticorpo ao antigeno. Temperaturas mais baixas
diminuem a velocidade da reacdo, aumentando tal especificidade.

Geralmente, na rotina laboratorial, utilizam-se estufas reguladas a 37°C
em um tempo de reacdo de 1 hora, ou geladeira a 4°C em um tempo de
reagao de um dia para o outro (over night).

A reagao imuno-histoquimica também pode variar dependendo do pH
do meio em que a reagdo ocorre. Assim, utiliza-se uma solugdo de tampao
fosfato (PBS) ou tampao tris (TBS) em oH 7,0 para recobrir os cortes

durante as lavagens ou para diluir as demais so|ugées.

Tampao fosfato (PBS) pH 7,2 0,1M:

Fosfato de sédio, dibésico (NaQHPOA), anidro................. 1,48 g
Fosfato de sédio, monobésico (NaHQPOA), anidro.............. 0,43 g
Cloreto de sédio (NaCl).. ... 7,2 g
Agua destilada.........cooo 1000 mL

* Sonicagdo ¢ o procedimento que utiliza a energia das ondas sonoras, mais comumente o ultrassom,
aplicado sobre determinados sistemas quimicos.
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Outro fator que influencia a reacdo é a concentracdo do anticorpo.
Os anticorpos devem estar diluidos em uma concentragdo que permita o
reconhecimento do antigeno pelo seu respectivo anticorpo, sem haver
perda de sua especificidade. Para se encontrar a di|uigéo ideal de cada
anticorpo, deve-se proceder a um teste utilizando-se um controle positivo,
isto ¢, um material que se tenha conhecimento prévio da sua positividade
ao anticorpo que se deseja testar. Assim, usam-se diversas o|i|uig6€s até se
encontrar a diluicio onde a marcacdo seja bem evidente e ndo haja reagio

inespecifica de modo a mascarar a reacdo.

Para visualizar a reagdo, os anticorpos devem estar marcados com alguma
substancia capaz de exibir cor. Em geral, utiliza-se um anticorpo associado a
enzimas que, em etapa posterior, reagirio com substancias cromdgenas, ou

anticorpos diretamente associados a fluoréforos, radioisétopos ou ouro coloidal.

A técnica enzimética mais usual na rotina laboratorial utiliza vérias
substancias. Inicialmente, empregam-se anticorpos associados a uma vitami-
na chamada biotina (anticorpo biotinilado). Esse anticorpo reage com a
estreptavidina, uma proteina que possui quatro sitios de |iga<5‘éo. A
estreptavidina que se encontra complexada a trés moléculas de biotina
ligadas & enzima peroxidase reconhecers, através de um sitio vazio, a biotina
presente no anticorpo secundério. A peroxidase reage com o peréxido de
hidrogénio na presenca de 3,3’-diaminobenzidina (DAB), que funciona
como um doador de elétrons para a reacdo. O DAB reduzido se precipita
no local da reacdo, sendo o produto dessa reagdo visualizado como um

precipitado castanho (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Repesentacdo da técnica imuno-histoquimica indireta. O antigeno
presente no tecido ¢ reconhecido pelo anticorpo primério. Um anticorpo
secundario biotinilado se liga ao anticorpo primério. A estreptavidina se ligaré
por meio do seu sitio livre & biotina, que esté associada a peroxidase. Uma
solugdo contendo peréxido de hidrogénio reage com a peroxidase na presenca
do DAB, formando um precipitado insoltvel castanho no local da reacdo.
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Figura 26. Técnica imuno-histoquimica indireta utilizando o método de
estreptavidina biotina-peroxidase revelada por DAB.(A) Marcacdo nuclear
identificando o receptor de progesterona. (B) Marcacao citoplasmética iden-
tificando a desmina.
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Existem outros métodos enziméticos, assim como outros cromdgenos,

que sdo relatados em literatura mais especifica.

Pode-se também utilizar anticorpos associados a fluoréforos. As primei-
ras técnicas imuno-histoquimicas descritas utilizavam fluoréforos associados a
anticorpos como marcadores, e sdo utilizadas até hoje. Diversas substancias sao
utilizadas com este propésito, como FITC (isotiocianto de floresceina), TRICT
(isotiocianato de tetrarodamina), Alexa 488, Cy5, dentre outras, mas neces-
sitam de um microscépio de fluorescéncia para visualizar a reacdo, o que torna

por vezes esta técnica mais onerosa.

Normalmente, os anticorpos que fazem |igagéo com os antigenos teciduais
(anticorpos priméarios) ndo estdo associados a enzimas ou fluoréforos. Dessa
forma, para visualizé-los, utilizam-se anticorpos secundérios complexados &
peroxidase ou a fluoréforos. Assim, denomina-se esse método como método
indlireto. Contudo, h4 anticorpos primérios comerciais ja associados com enzimas,
e, por essa razdo, chama-se esse tipo de reacdo método diireto. A marcago
direta diminui o risco de reagoes inespecificas pela diminuigéo de etapas, em
contraste com reacoes indiretas, que amplificam o sinal facilitando a identifica-
cdo dos antigenos.

Mesmo com o cuidado na escolha da concentracio adequada dos
anticorpos e na manutencao da temperatura e do pH, podem ocorrer reacoes
inespecificas com componentes teciduais carregados eletricamente ou com re-
ceptores de imunoglobulinas teciduais. Podemos eliminar essa marcacao
“recobrindo” esses sitios inespecificos antes da reagdo com uma solugdo con-

teno|o a|bumina € um soro.

Solucdo de bloqueio de sitios inespecificos :

Leite em pd desnatado............cooooiiiiiiiiii 5g¢g

Filtrar a solucdo.
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Solugdo de uso:

Filtrado de leite 2,5% ... coueeeeiee e, 100 mL
Albumina bovina............oooiii 2,0 g
Soro fetal bovINo......oooue 8 mL

Guardar solucdo em geladeira.

Outro elemento capaz de causar reacdes inespecificas é a peroxidase
enddgena tecidual. Esse problema sé ocorre quando o método escolhido ¢ o
enzimético, pois o substrato cromégeno reagiré tanto com a peroxidase ligada
ao anticorpo da reagdo quanto com a peroxidase tecidual. Nesse caso, deve-
mos inibir a acdo da enzima, utilizando uma solucdo de peréxido de hidroge-
o (H,0,) 3%.

Para garantir a sua qualidade, ¢ sempre importante incluir um controle
positivo e controle negativo da reagdo. O controle positivo ¢ obtido com um
material que sabidamente possui o antigeno analisado. Esse material permitira
confirmar, por sua marcacao positiva, a qualidade da reacao, caso as laminas
testadas forem negativas. O controle negativo ¢ feito omitindo-se o anticorpo
primério nas |aminas testadas, ou utilizando o mesmo isotipo do mesmo animal
no qual foi produzido o anticorpo primério. Assim, com esses cuidados, o
resultado da reacao permite garantir que as demais etapas da reagdo nao estdo

reconhecendo inespecificamente nenhum componente tecidual.

A seguir, segue uma sugestio de protocolo de reacao indireta para
material incluido em parafina. Nesse procedimento, utiliza-se a panela de
pressio como equipamento para auxiliar na etapa de recuperacao antigénica e

um anticorpo secundério biotinilado, isto ¢, associado & biotina.
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Protocolo:

1- Apbds confeccionar os cortes e aderi-los em |aminas previa-

mente tratadas com adesivo, deixar o corte aderir & lamina por um

dia em estufa & 37 °C.

9- Desparafinizar e hidratar as |dminas, deixando-as por 5
minutos em cada banho nas respectivas so|ug6€s (ver pré-

etapa da coloragdo).

3- Colocar cerca de 2 litros de tampao citrato em pH 6,0 em
uma panela de pressdo. Deixar esquentar e, quando o tampao
estiver fervendo, colocar as laminas imersas no tampao e fechar a
panela. Quando a panela comegar a “apitar”, deixar por mais 1
minuto e apagar o fogo. Aliviar a pressdo pela vélvula de seguran-
ca da panela e deixar a panela destampada para esfriar um pouco
a solucdo (cerca de 10 minutos). Apds esse tempo, lavar os

cortes em é&gua corrente por mais 10 minutos.

4- Lavar as laminas por 10 minutos em PBS (tampao fosfato de

sédio O, TM em pH 7,2) trocando o tampao por duas vezes.

5- Incubar com anticorpo primario de um dia para o outro (over
night) em geladeira a 4°C. Cobrir os cortes delicadamente com

o anticorpo, mantendo as ldminas em cdmara Gmida.

6- Lavar as laminas em PBS em trés banhos consecutivos de 5

minutos.

7- Incubar as laminas por 20 minutos em uma solucdo de peréxido
de hidrogénio 3% em PBS.
8- Lavar as laminas em PBS em trés banhos consecutivos de 5

minutos.
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9- Incubar com anticorpo secundério biotinilado por 1 hora em
estufa a 37°C. Cobrir os cortes delicadamente com o anticorpo,

mantendo as |aminas em camara dmida.

10- Lavar as |aminas em PBS em 3 banhos consecutivos de 5

minutos.

11- Incubar com a estreptavidina-peroxidase por 30 minutos em

camara (mida, em temperatura ambiente.

12- Lavar as laminas em PBS em 3 banhos consecutivos de 5

minutos.

13- Incubar as laminas em uma solugdo contendo 10mg de DAB
diluidos em 10 mL de PBS e cerca de 150 mL de peréxido de
hidrogénio 3%. Controlar o tempo de reacdo ao microscopio,
observando o precipitado castanho se formar nos locais onde o

anticorpo reagiu. Essa reagao pode durar em toro de 3 minutos.
14- Lavar as laminas em 4gua por 5 minutos.

15- Contracorar as laminas em hematoxilina diluida por 30 se-

gundos.
16- Lavar as laminas em 4gua corrente por 5 minutos.
17- Desidratar, clarificar e montar.

Importante: nunca deixe secar os cortes durante a reacao imuno-histoquimical

Notas de biosseguranca

Durante o procedimento, tomar os cuidados citados anteriormente para o
manuseio do xilol e do 4lcool. Manusear a panela de pressdao com cuidado
para evitar queimaduras ou explosées. Como o DAB é um produto altamen-

te téxico e tem potencial carcinogénico por exposicao prolongada, evite

respirar o pé seco e o contato com a pele ou mucosas e sempre utilize luvas
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e jaleco durante a manipulacdo. Esse elemento também ¢ téxico para o meio
ambiente, despreze a solucdo de DAB num frasco plastico e adicione 10 mL
de hipoclorito de sédio para cada 100 mL dessa solucdo. Procure saber a
politica de descarte de substancias prejudiciais ao meio ambiente de

sua instituico.

8. Meios de selagem

Os meios de selagem, comumente chamados montagem, podem ser
permanentes ou provisérios. Os meios permanentes sdo meios resinosos e
hidrofébicos, sendo necesséria a completa remocdo da dgua do interior dos
tecidos pela desidratacdo e pela clarificacio com o diluente do meio de sela-
gem. Os meios provisérios sdo meios hidrofilicos e ndo necessitam da remocao
da 4gua dos tecidos, sendo os preparados descartados apés a observacdo ao

microscépio.

Meios de selagem hidrofébicos e permanentes

Esses meios podem ser sintéticos, como o DPX e o Entelan®, ou
naturais, como o bélsamo do Canadé ou a goma de Damar. Existem
vérios protocolos para o|i|ui<5‘éo desses meios. Citaremos apenas o da

goma o|e Damar.

Goma de Damar............ccoooiiiiii 200 g

Misturar, e esperar dissolver. Acrescentar mais goma ou xilol caso se

queira uma textura mais ou menos viscosa.
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Meios de selagem hidrofilicos ou provisérios

Esses meios sdo utilizados quando os corantes aplicados perdem a sua
capacidade tintorial, ou mesmo quando o conteido de determinadas estruturas
teciduais se altera quando os tecidos sdo submetidos a desidratacdo ou aos

meios de selagem que tem o xilol como diluente.

A seguir, citamos um dos meios de selagem hidrofilicos mais utilizados,

a gelatina - glicerina, por ser de baixo custo e de f4cil ap|ica<5‘éo.
Gelating. ..o 10 g
Asgua destilada............... 60 mL

Aquega até que a gelatina esteja dissolvida. Acrescente, depois, 70 mL

de glicerina.

9. Artefatos de técnica

Sso a|teragc'>es das imagens de tecidos quando os preparados histolégicos
s3ao observados ao microscépio. Isso pode ocorrer devido a manipu|agées

fisicas ou quimicas durante as etapas da técnica histolégica.
Os artefatos, por exemplo, podem ser ocasionados por:
* dente na navalha de corte, causando Fendas;
* talco na luva utilizada pelo técnico;

* precipitado de corantes ou mesmo pigmentos que se depositaram

sobre o tecido;

* retracao ou intumescimento tecidual provocado por algum componen-

te quimico do fixador;

s autélise associada & proliferacdo bacteriana devido & demora em se

fixar o material;

* fragmentacdo e/ou rachadura do tecido provocada por elevacio da

temperatura da parafina durante o processamento.
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* dobras no tecido formadas durante a microtomia;

* bolhas provocadas durante a selagem da laminula sobre o preparado

histolégico.
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Capitulo 4

Técnicas citolégicas
Luzia Fatima Gongalves Caputo

Ester Maria Mota

Lycia de Brito Gitirana

A técnica citolégica também faz parte da histotecnologia e possui gran-
de importancia no diagnéstico de algumas doencas que acometem os seres
humanos e os animais. Essa é uma ferramenta fundamental no diagnéstico de
tumores, funcdo hormonal e infecgdes parasitarias. O exame colpocitolégico,
conhecido como Papanicolaou, ¢ utilizado para detectar, nas mulheres, tumo-
res de colo de Gtero. Seu idealizador, dr. George N. Papanicolaou, estabele-
ceu em 1942 os conceitos basicos de interpretacdo citolégica e criou um

método de coloracdo citolégica que ¢ utilizado, universalmente, até hoje.

A citopatologia analisa as células individualizadas, descamadas, expelidas
ou retiradas da superficie de érgaos de diferentes partes do organismo. Como
os materiais bioldgicos apresentam diferentes caracteristicas, devido as distintas
formas de organizacdo e composicdo, a coleta do material destinado & anélise
citoldgica constitui uma etapa fundamental nesse processo. Hé métodos espe-
cificos para coleta de materiais distintos. Além disso, nessa fase, sao definidos

os tipos de procedimentos mais adequados & anélise dos preparados citolédgicos.
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Algumas etapas da técnica citolégica sdo semelhantes as da técnica
histolégica, mas com peculiaridades préprias, podendo também haver conside-
raveis interferéncias na qualidade final do diagnéstico, como coleta do material,

fixacdo, processamento, coloracdo e leitura das laminas citolégicas.

1. Coleta de material

A origem das amostras dos preparados histolégicos vem de fragmentos
de tecidos oriundos de necrépsias e bidpsias. Nos preparados citolégicos,
essa origem ¢ um pouco mais diversificada, proveniente de liquidos orgénicos
(urina, liquor, liquido ascitico, pericardico, sinovial), puncdes aspirativas por
agulha fina (pulmdo, mama, tireoide, linfonodos, dentre outros), secrecoes
(escarro, abscesso e fistula), lavados cavitarios (brénquicos e broncoalveolares,

vesiculares) e raspados (cervicovaginal, ocular).

Segundo suas caracteristicas, as amostras sdo divididas em trés grupos, e

chegam ao laboratério para anélise da seguinte forma:

Classificacdo da amostra Método de coleta Origem da amostra
Distengéo celular Raspagem Co|pocito|ogia
(esfregaco) swab Olhos
(Figura 11)
Lavado brénquico
Imprint LesGes cutineas
ou decalque Biépsias

Pecas cirtrgicas

Pungéo aspirativa Sangue

Lavado brénquico

Liquor espinhal
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Amostras pastosas

Expectoracdo

Escarro (Figura 6)

Puncdo ou drenagem

/A\bSCCSSOS

Massas necréticas

Amostras liquidas

Espontinea ou por
cateter

Urina

Escovacio

Liquido sinovial

ESCOVGgéO ou |avao|o

Liquido peritoneal ou
ascitico

Puncdo

Liquido pleural

Liquido peritoneal ou
ascitico

Liquido pericardico

Lavado brénquico
alveolar

Lavado vesical

Liquido estomacal

Lavado brénquico

Liquido sinovial

A natureza da amostra (liquida, pastosa ou sélida) ird definir a forma de

coleta e preparo do material segundo as etapas da técnica citolégica escolhida.

Distensao celular (esfregaco),(Figuras 1, 3, 8, 9, 10 e 11): ¢ leita

ao se distender sobre uma lamina de vidro uma leve camada de fluidos corpéreos

para o exame ao microscépio.

Lavado: o material é colhido com o auxilio de um cateter de instilacdo

para lavagem, contendo so|ugéo salina, de uma cavidade do organismo. Exem-

plos: lavado broncoalveolar (LBA), brénquico (LB), peritoneal, entre outros.

Gera|mente (O IandOS se apresentam pouco ce|u|ares‘
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Escovados (Figuras 1, 2, 3 e 4): o material ¢ colhido por esfoliacio da
superficie de mucosas, utilizando-se uma escova. O material obtido pode ser
distendido sobre a superficie de uma lamina de vidro, ou cortando-se a cabeca
da escova e imergindo-a em solucdo salina ou em liquido conservante apropria-
do, procedendo-se em seguida a citologia de liquidos.

Impressoes teciduais ( “imprint”) (Figura 5): denomina-se impressdes
teciduais o procedimento em que se coloca a érea lesionada do tecido em
contato com a superficie de uma ldmina de vidro lisa, de forma semelhante ao
procedimento para se obter impressao digital. As células superficiais da lesao
passam para a superficie da lamina de vidro e podem ser observadas ao microscé-

pio. Esse procedimento ¢ também denominado citologia de decalque.

Figura 1. Coletores para citologia  Figura 2. Escovado cervicovaginal.
esfoliativa.

Figura 3. Distencdo citolégica pela  Figura 4. Fixacdo de escovado
espéatula de Ayre. citolégico.
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Figura 5. Impressao tecidual em  Figura 6. Escarro espontineo ou

laminas (imprint). induzido para coleta de material.
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2. Fixagdo das amostras

O principal objetivo da Fixagéo ¢ preservar a morfologia celular e a

composicdo quimica das células apés a sua retirada do organismo.

Tipos de fixacao

A. Fixacdo seca

Esse tipo de Fixagéo ¢ utilizado quando se realiza a co|oragéo de May-
Griinwald-Giemsa, pois o metanol presente na so|ugéo corante age como
fixador. E o tipo de Fixagéo utilizada para distensdo de células sanguineas,

imprint de bago, ganglios linfaticos, entre outros.

B. Fixacao por revestimento

E usada na obtencdo dos esfregacos citolégicos. Os fixadores sdo cons-
tituidos de polietilenoglicol (Carbowax) e 4lcool, comercialmente vendidos na
forma liquida ou em spray. As amostras sdo fixadas pelo gotejamento do
fixador ou pela pulverizacdo do aerossol das embalagens em spray (Figura 7),
sendo secas a temperatura ambiente, pois o &lcool fixa e evapora, enquanto o
polietilenoglicol forma uma pelicula que protege e preserva a amostra. Existem
vérios protocolos para este tipo de fixador; citaremos um dentre os vérios que

existem na literatura.
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Carbowax em etanol 95%
Btanol 9596, ... o 95 mL
Polietilenoglicol 4000..... ..o 5g

Lembrar: antes de corar as amostras fixadas em Carbowax, banhé-las em etanol

959% por 10 minutos para remover a pelicula de polietilenoglicol.

Figura 7. Fixagéo por revestimento.

C. Fixacdo por liquidos fixadores

O fixador citolégico universal é o etanol 959, um agente coagulante,
que penetra na célula desidratando-a e intensificando a diferenciagéo nuclear e

citoplasmatica apds a coloraco.

Qutros fixadores, como o Carnoy, metanol, lcool isopropilico 80%,
etanol 509, liquido de Bouin, dentre outros, também podem ser utilizados
como fixadores celulares, variando a escolha e o tempo de fixagdo de acordo

com natureza da amostra.

3. Processamento das amostras

O acondicionamento do material é essencial para evitar a perda de
conteddo. A identificacio da amostra e o preenchimento correto da ficha de
so|icitagéo médica (contendo o nome do paciente, idade, data da coleta,

natureza da amostra e sua |oca|izagéo, tipo de exame requerido, dados clini-
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cos, nome do médico requisitante e telefone) sdo informagées relevantes para

evitar o extravio do material.

O processamento da amostra requer procedimentos especificos de
acordo com a natureza do material a ser analisado. Descreveremos aqui

alguns desses procedimentos.

A. Distensao celular (Figuras 1, 3, 8, 9, 10 e 11): geralmente, a
distensdo chega ao laboratério pronta, tendo sido manipulada pelo clinico ou
cirurgido e fixada em etanol 95%. Na maioria das vezes, quando a distensio
chega seca, o material é destinado a co|orag§o pelo método de May-Griinwald-
Giemsa e, dependendo da amostra, pode-se ou nao fixar pelo metanol durante
cinco minutos. Deve-se preparar esse tipo de amostra de modo a formar uma fina
camada de células, permitindo assim melhor diferenciacdo celular. Distensdes

espessas produzem artefatos e hipercoram as células dificultando sua anélise.

Figura 8. Distensdo celular. Figura 9. Distensdo apés bidpsia por
agulha.
L - ~— %—Jl.l'“

5 o S ms O

Figura 10. Formas de distensao celular.  Figura 11. Distensdo celular por swab.
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B. Amostras pastosas: devem ser analisadas antes de processadas para a
andlise. Coloca-se o material em uma placa de Petri com fundo escuro e
selecionam-se as regides mais densas, escuras e/ou sanguinolentas. Essas 4reas
sao colocadas sobre |aminas de vidro para distender, obtendo-se uma camada

de células (distensdo celular) e fixando o material imediatamente em etanol

95% (Figura 8).

C. Amostras liquidas: sdo as amostras que possuem maior diversi-
dade de procedimentos, dependendo do tipo de amostra. Citaremos aqui

os mais utilizados:

Ll’quidos, como urina, lavados, derrames de cavidades e ||'quio|o sinovial
podem ser pré-fixados em etanol 509, ou enviados imediatamente ao labora-
tério apds a coleta, podendo ser também conservados a 4°C até o envio. O
uso de anticoagulantes deve ser avaliado de acordo com o tipo de material

coletado. As amostras liquidas subdividem-se em dois grupos:
* Transudatos: sdo pouco celulares e de cor clara.

* Exsudatos: sdo ricos celularmente, escuros, de natureza neoplésica ou

inflamatéria.
Estas amostras podem ser processadas de acordo com sua riqueza celular, por
meio da centrifugacdo (Figura12) ou citocentrifugagdo (Figuras 13 e 14).
Centrifugacao
E preferida quando o material se apresenta hipercelular.
Procedimento:
1- Colocar o ||'quio|o em tubos “Falcon” com tampa.
9- Centrifugar a 1.500 rpm por 10 minutos.
3- Descartar o sobrenadante.
4- Aspirar o sedimento com pipeta Pasteur.

5- Colocar o sedimento em |aminas limpas e desengorduradas

e proceder & distensdo celular.
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6- Deixar secar ao ar e /ou fixar em lcool 959% imediatamen-

te; a secagem ao ar ¢ necessaria se o método de coloracdo for

o May-Griinwald-Giemsa.

Observacdo: As amostras poderao vir em tubos com anticoagulante ou nao.

Figura 12. Procedimento para centrifugacao
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Citocentrifugagéo

Possibilita a anélise citoldgica de liquidos com baixissima densida-
de celular (hipocelulares). Esse método é necessério para con-
centrar as células em suspensdo, que com a centrifugacdo se de-
positam diretamente sobre uma regido das laminas de vidro, per-
fazendo um didmetro de 5 mm, enquanto o meio de suspensio é

absorvido por papel absorvente préprio.
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Figura 13. Utensilios para citocentrifugacao.

Citoclipe Papel absorvente
1
&
7 A
0}3@6
¢ 45 /
Limina de vidro
Vantagens:

Requer pouco volume (0,1 a 0,5 mL por |amina).

Alta confiabilidade do resultado: as células da amostra serdo de-
positadas numa regido pequena da ldmina medindo 5 mm de

didmetro.
Procedimento:

1- Pipetar 0,5 mL da amostra no citofunil, previamente

acoplado ao citoclipe, & 1dmina e ao papel absorvente.
92- Centrifugar a 1.200 rpm por 10 minutos.
3- Retirar o conjunto e desacoplar a lamina.

4- Deixar secar ao ar e/ou fixar em &lcool 95% imediatamen-
te. Se o método de coloracdo for o May-Griinwald-Giemsa,

deixar secar ao ar.
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Figura 14. Procedimento para citocentrifugacao.
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D. Bloco celular ou cell block (Figura 14)

E um procedimento que redne as técnicas citopatoldgicas e
histopatolégicas e ¢é utilizado quando se deseja obter uma alta concentracdo
ce|u|ar, comp|ementano|o o diagnéstico, com a vantagem de aproveitar todo o
sedimento da amostra, além de permitir a armazenagem desse sedimento para
futuras anélises, se necessario. Essa técnica é empregada em citodiagnéstico de
amostra liquida ou pastosa, quando hé dificuldade para fechar diagnéstico de
tumores pouco diferenciados.

Fixagdo — vérios sdo os fixadores utilizados para o cell-block, alguns
inclusive adicionam corantes para facilitar a visualizacdo da amostra durante e

apds o processamento. Destacamos alguns fixadores a seguir:
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* Formalina 10%:
Formaldeido comercial.........ccooovie 100 mL

Agua destilada ........coooiiei 900mL

* Formol-Salina:

Formaldeido comercial.............................. 100 mL
Agua destilada. ... 900 mL
Cloreto de sédio (NaCl)....oooooviiiiii 9g

* AFA ou FAA — élcool - formalina - acido acético (muito
utilizado para cell-block):

Etanol (95 - 10096)....couvviiiiii i 85 mL
Formaldeido comercial ......................... 10 mL
Acido acético glacial........oooo 5 mL
* Carnoy:

Alcool etilico absoluto..........ooveverereieieee, 60 mL
Cloroférmio. ... 30 mL
Acido acético glacial........oooo 10 mL

¢ Liquido de Bouin:

Solucdo saturada de 4cido picrico (aquosa)................. 75 mL
Formaldeido comercial.................................. 25 mL
Acido acético glacial.............. 5 mlL

Tempo de fixacdo: 4-24 horas. (para linfoma deve-se deixar de

48-72 horas).
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Tratamento prévio dos cortes para a remocdo do é4cido picrico:
1- Desparafinizar e hidratar até o &lcool 95%.

2- Colocar as laminas em uma solugdo de é&lcool 70% saturado

com carbonato de litio durante 5 minutos.
3- Lavar em dgua corrente durante 3 minutos.

4. Lavar em 4gua destilada durante 5 minutos.

E. B-5 ou formalina tamponada sublimada:
Muito utilizada para amostras contendo sangue.

Solugdo estoque:

Cloreto de merctrio (HgCI2).....oooiii 12 g
Acetato de sédio (CH3COONa) .oovvviiiiiiiei 2,5¢
Agua destilada........cooooioro 200 mL
So|ug§o de uso (preparar somente antes do uso):

Solucdo estoque de B-5..........ccooiiiiiiiii 20 mL
Formaldeido comercial.....................cooooiiii 2 mL

Tratamento prévio dos cortes para remocdo de pigmento de mercirio:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes
9- Imergir durante 5 minutos na so|ugéo de lugol sob agitacao.
3- Lavar em 4gua.

4. Colocar as laminas em tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto

ou até a completa remocdo da cor amarela do lodo.

5- Lavar em dgua corrente durante 5 minutos.
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Soluggo de lugol:
lodo (|Q) ........................................................... 2,5¢
Alcool TO%.....o.oovoeoeeeeeeeeeeeeeee) 500 mL

Procedimento para cell-block:
1- Centrifugar as amostras por 10 minutos a 1.000 rpm.

9- Desprezar o sobrenadante, retirar o sedimento e fixar as amos-
tras de 5 minutos a 1 hora — o tempo de Fixagéo pode variar de
acordo com o fixador e a quantidade da amostra. Proceder a
Fixagéo colocando o sedimento no liquido fixador que se encon-

tra em frasco apropriado para sedimentagéo‘

3- Centrifugar novamente por 2 minutos na mesma rotagdo, reti-

rar o fixador e manter o sedimento formando um pellet.

4- Iniciar a desidratacdo com etanol 809 e seguir com um banho
de etanol 95% e dois banhos de etanol 100%. O tempo de
desidratacdo também varia de acordo com a quantidade da amos-
tra, podendo variar de 5 minutos até 1 hora em cada banho.

Centrifugar durante poucos minutos em cada banho.

Obs. Esta etapa e as seguintes podem ser realizadas no processador
automético de tecidos, desde que o pe//et da amostra se encon-
tre envolto em papel de filtro, evitando a perda do material

durante o processamento.

5- Clarificar em dois banhos de xilol, variando de 5 a 15 minu-

tos. Centrifugar ao final por poucos minutos para formar o pe//et.

ObS. Para retirar o XilOl, deve-se descartar (o] sobrenadante € secar

o pe//et com pape| absorvente.

6- Fazer dois banhos, de 15 minutos a 1 hora, em parafina
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fundida na estufa; o tempo varia de acordo com o tamanho do

pe//et formado.
7- Esfriar e retirar o pellet impregnado pela parafina.
8- Montar um bloco de parafina.

9- Seccionar o bloco em micrétomo e corar pelo método desejado.

Figura 15. Processamento manual para cell-block (esquema adaptado do origi-

nal do Dr. N. Fukushima, Doai Memorial Hospital, Téquio).
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4. Coloragdes citolégicas

A qualidade da coloracdo citolégica esté diretamente relacionada as
caracteristicas tintoriais dos corantes, ao processamento da amostra (espessura
dos esfregacos) e a fixacdo. Esses cuidados devem ser observados para se

evitar artefatos e dificuldade de anélise do material.

Muitas co|orag6€s histolégicas podem ser empregadas na citologia, al-

gumas das quais com pequenas modiFicag()es. Os métodos mais empregados
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s30 o mucicarmin de Mayer, May-Gruenwa|o|-Giemsa, hematoxilina e eosina,
4cido periédico Schiff (PAS), Grocott, Shorr, entre outros. Porém, o método
de Papanicolaou (Pap) ¢ o mais difundido e empregado, pela grande demanda
diagndstica, e por ser a coloracio comumente aplicada as amostras colpocitolégicas

para diagnéstico de cancer ginecoldgico.

O método de Papanicolaou utiliza um conjunto de corantes e tem como
objetivo a evidenciagéo das variagoes na morfologia e dos graus de maturidade
e de atividade metabdlica celular. Esse método se baseia nas acdes de um
corante bésico (com afinidade pelo nicleo das células: a hematoxilina), um
corante 4cido (que se combina com o citoplasma das células queratinizadas:
orange G) e um corante po|icromético (que oferece tonalidades de cores

diferentes no citoplasma das células: EA-65).
Este método abrange cinco etapas:

. Hidratagéo: esta etapa requer a reposicdo gradual da 4gua das células
por meio de banhos alcodlicos de concentragoes decrescentes até a

4gua destilada.

o Co|oragéo nuc|ear: as cé|u|as hidratadas podem agora receber um

corante aquoso para corar os nicleos (hematoxilina de Harris).

¢ Desidratacdo: para receber corantes alcodlicos citoplasmaticos, deve-
mos agora retirar a 4gua das células com banhos alcodlicos de concentra-

¢Oes crescentes.

» Coloracdo citoplasmética: nesta etapa, o citoplasma das células é cora-
do pelos corantes orange G ¢ EA-65, de modo a diferenciar com
diversas tonalidades o citoplasma das células de acordo com a sua matu-

ridade e metabolismo.

. Desidratagéo, c|ariFicagéo e selagem: a dgua agora deve ser retirada com
concentracdes alcodlicas crescentes, clarificadas e seladas com meios per-

manentes hidrofébicos.
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Descreveremos a seguir os métodos mais empregados. Outros métodos

estao descritos na literatura recomendada.

A. Método de Papanicolaou (Papanicolaou, 1942)

Solugges:

* Hematoxilina de Harris (Harris, 1900)
Hematoxilina...........ccooore 50¢g
Etanol 100%..........ccoooviiiiiiiiiiii 50,0 mL
Alimen de potéssio [KA|(SO4)Q]..‘..‘....“............‘1OO g
Agua destilada.........cooooiii 1.000 mL
Oxido de mercirio (HgO — p6 vermelho).................. 2,5¢g

Dissolva o alimen em 4gua destilada com o auxilio de uma placa aque-
cedora e um agitador magnético em um recipiente com capacidade para 2.000
ml, para evitar que derrame quando a so|ugéo entrar em ebu|igéo. Misture a
hematoxilina no é&lcool & temperatura ambiente em outro recipiente separado.
Lentamente, combine as duas so|ugc”>es aquecendo em p|aca aquecedora, até
entrar em ebulicio. Retire da fonte de calor e acrescente lentamente o éxido
mercirio, com cuidado, pois o éxido reage com a solucdo fazendo-a entrar
rapidamente em ebu|igéo, podendo sair, inclusive, do recipiente. Retorne a
solucdo para a fonte de calor até que tome a tonalidade purpuro-escura.

Esfrie, e a solucdo estard pronta.

Para uso:

Acrescente 20 mL de 4cido acético glacial para intensificar a coloracdo

dos ntcleos.

Filtre sempre antes de cada uso.
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. Acido-é|coo| a 1%:
Acido dloridrico (HCI) ..o oo 1 mlL
Etanol 7096, .. .o 99 mL

* Agua amoniacal:

Hidréxido de aménio (NH OH)........................ 2a4mL
Agua destilada.................. 800 a 1.000 mL

* Corante orange G:

Solucdo estoque de orange G 10%:

Orange G 10 g
Agua destilada.........cooooiiii 100 mL
Solugdo de uso do orange G :

Solugio estoque..........ooeeiiiiiiiiiieieii e 20 mL
Acido fosfottngstico[H,P(W,O10),].....c..ccovvrrrnnn. 0,154
Etanol 95%.........oooiiiii 980 mlL

e Corante EA-65:

Solucdes estoque eosina Y a 20%:

Bosing V..o 20 g
Agua destilada..........oooooi 100 mL

Solugdo estoque light-green SF a 3%:
Light-greenSF........ ... ...................3g
Agua destilada.............ooo 100 mL
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Solugdo de uso do EA-65:

Solugdo estoque de eosina Y. 20 mL
Solucdo estoque de light-green SF........................... 10 mL
Acido fosfottingstico [H3P(\X/3O1 0)4] ..................... 2g
Etanol 95%.......ccoooiieiiiii 700 mL
Metanol absoluto.......................cc 250 mL
Acido acético glacial ... 20 mL
Método
1- Etanol 80%.......coovvei 5-10 mergulhos
Q- Etanol 70%.......ooi 5-10 mergulhos
3- Etanol 50%.......ccoooiiii 5-10 mergulhos
4- Agua destilada I......................... 5-10 mergulhos
5- Agua destilada Il........................... 5-10 mergulhos
6- Hematoxilina de Harris ............................... 1-5minutos
7- Agua destilada.................o 5-10 mergulhos
8- Diferenciar em élcool-4cido.......................... 3 mergulhos
9- Agua destilada. ..........cooooorviorii 5-10 mergulhos
10- Banho de 4gua amoniacal.......................... 5 mergulhos
11- Agua destilada.................c 5-10 mergulhos
19- Etanol 50%.......cccoviiiiiiiiii 5-10 mergulhos
13- Etanol 709% ...oooviiiiii 5-10 mergulhos
14- Etanol 95%......ccooovviiiii 5 a 10 mergulhos
15- Orange G, solucdo de trabalho....................... 1 minuto

16- Etanol 95%..... ..o 5-10 mergulhos
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17- Etanol 95%......coooeeiiiii 5-
18- Etanol 95%....ooooiee 5-

19- Eosina-EA65, solucdo de trabalho............

10 mergulhos

10 mergulhos

..... 5 minutos

90- Etanol 95%........cooiiii 5-10 mergulhos
21-Etanol 95%.......oooviiii 5-10 mergulhos
99- Etanol 95%.......ccooiiii 5-10 mergulhos
93- Etanol 100% | .......cooooii 5-10 mergulhos
24- Etanol 1009% Il ... 5-10 mergulhos
95- Etanol 1009% Il ... 5-10 mergulhos
96- Xilol 1o 5-10 mergulhos

27- Xilol 1. 5-
98- Xilol INl.....oooooii 5-

29- Selar em meio hidréfobo.

10 mergulhos
10 mergulhos

Resultado:
Células escamosas maduras...........coooeeveieiiiiii... réseo-avermelhada
NUucléolo. . ..o vermelho-arroxeado

Células metabolicamente ativas.............coovveieiii..

verde-azu|ao|o

Citoplasma queratinizado................................ laranja ou amarelo

B. Método de May-Griunwald-Giemsa

Esse método de coloragdo ¢ aplicado em distenses para a anélise de

elementos figurados do sangue periférico, medula 6ssea, ou elementos celula-

res colhidos por pungao, esFo|iagéo, imprint de tecidos ou concentrado de

liquidos celulares, por meio de dois corantes.
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Solugges:

. So|ugéo estoque de May-Griinwald (vendida comercialmente — arti-

go Merck 1524).

i So|ugéo estoque de Giemsa (vendida comercialmente — artigo Merck

9204).

* Tampao Sorensen pH 6,8.
* Solucdo A - fosfato de sédio monobasico (NaHQPO 4) 0,2 M:

Agua destilada................o 1.000 mL
* Solugdo B - fosfato de sédio dibasico (NaQHPO_ " HQO ) 0,2 M:

NaQHPO_4. HQO ................................ 28,39 g
Agua destilada ................ 1.000 mL

* Solucdo de uso:

Solucgo A\ Solucgo B \ oH final 6,8

51 mL ‘49m|_ ‘100mL

* Solucdo de uso de May-Griinwald:
Solucdo estoque de May-Griinwald......................... 25 mL
Tampao Sorensen pH 6,8 190 mL
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* Solucdo de uso de Giemsa:
Solucdo estoque de Giemsa.................cccvvvvviiiii... 25 mL
Tampao Sorensen pH 6,8.......................... 190 mL

Nota: As concentracdes finais das solugdes de uso de May-Griinwald e
Giemsa podem ser ajustadas se necessario. Elas sempre devem ser preparadas

antes o|e usar e desprezadas apés O UsO.

Método:
1- Fixar em metanol por 15 minutos.
9- Corar pela so|ugéo de uso de I\/\ay-Grijnwa|o| por 5 minutos.
3- Escorrer o corante da lamina.
4- Corar pela solucdo de trabalho de Giemsa por 10 minutos.
5- Lavar em tampao Sorensen pH 6,8.
6- Deixar secar & temperatura ambiente.
7- Clarificar com xilol.

8- Selar com meio hidrofébico.

Resultados:

Nucleos dos leucdcitos............ooveeiieii. azul-pélido
Citoplasma.........ccooooiiiii azul muito claro ou incolor
Granulagdes neutrdfilas............cccooooiiii vermelho-claro
Granulagdes baséfilas. ... azul-escuro

Eosinéfilos e eritrécitos. .........ooooeiiiii vermelho-alaranjado.
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Método de Shorr

Este método de co|oragéo possui resultados semelhantes ao método de
Papanicolaou, sendo aplicado como seu substituto em vérios laboratérios de

citopatologia.
Solugges:

* Solucdo corante de Shorr

Biebrich Scarlet ... 50¢g
Orange G ou Il 2,5¢g
Fast Green.........ccooueeeeee i 1,0 g
Acido fosfomolibdico |—|3P(I\/\o3o1o)4 ................... 50g
Acido fosfottingstico [H3P(W3O1O)4] ................... 50g
Acido Acético Glacial.......cocoovovovooeoeeeece. 10 mL
Etanol 50 %........oooomiiiiiiiiiiee 1.000 mL
Método:
1- Etanol 80%.......coovvei 5-10 mergulhos
Q- Etanol 70%.......oovii 5-10 mergulhos
3-Etanol 50%.......cooi 5-10 mergulhos
4- Agua destilada..............ooo 5-10 mergulhos
5- Agua destilada..............coooo 5-10 mergulhos
6- Hematoxilina de Harris............................... 1-5 minutos
7- Agua destilada..............coooov 5-10 mergulhos
8- Diferenciar em 4lcool-dcido.......................... 3 mergulhos.
9- Agua destilada. ..........ccoooorviiorii 5-10 mergulhos

10- Banho de 4gua amoniacal.......................... 5 mergulhos
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11- Agua destilada............occoovoriiriinn 5-10 mergulhos
12- Etanol 50%.......cooiiii 5-10 mergulhos
13- Etanol 60%...........ooviiiiiii 5-10 mergulhos
14- Corante de Shorr................ooooo 6 minutos
15- Etanol 95% |, 5-10 mergulhos
16- Etanol 95% 1. 5-10 mergulhos
17- Etanol 959% IIl.........o.oo 5-10 mergulhos
18- Etanol 100%.........cccoooiiiiiiii, 5-10 mergulhos
19- Etanol 100%.........cccooviiiiiiiii, 5-10 mergulhos
90- Etanol 100%........cocovvviiiiiiiiii 5-10 mergulhos
21-Xilol 1. 5-10 mergulhos
99-Xilol 1. 5-10 mergulhos
93- Xilol ..o, 5-10 mergulhos
Resultados
Células eosinofilicas........................... citoplasma vermelho / laranja
Células basofilicas............................. citoplasma azul / esverdeado
Nocleos. ..., azul / violeta escuro / marrom
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Capitulo 5
Cultivo celular

Emanuele Amorim Alves

Anna Christina Rosa Guimaraes

1. Histérico de desenvolvimento da tecnologia de
cultura de tecidos

1.1. Histérico da cultura de células

O cultivo de células se iniciou no principio do século XX com Harrison,
em 1907, e Carrel, em 1912. Essa técnica foi desenvolvida como um méto-
do para estudar o comportamento de células animais fora do organismo, em
um meio ambiente controlado. Essa técnica ainda é uma importante ferramenta

de pesquisa nos laboratérios do mundo inteiro.

O:s primeiros experimentos consistiam em cultivo de tecidos fragmenta-
dos mecanicamente em frascos contendo fluidos dos animais de onde provi-
nham os tecidos. Devido a essa forma de cultivo, durante mais de 50 anos
essa técnica foi chamada cultivo de tecidos — do inglés tissue culture —, sendo
esse termo atualmente usado genericamente para denominar tanto o cultivo de

células quanto o de tecidos e de 4rgdos.
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Harrison foi um pioneiro no uso de cultura de células. Na época, ainda
havia dividas da dindmica do desenvolvimento do tecido nervoso, pois so-
mente observacdes microscépicas nao forneciam informagdes sobre esse pro-
cesso. Harrison queria provar que as fibras nervosas eram formadas a partir de
células nervosas. Para isso ele necessitou observar essas células fora do organis-
mo para comprovar sua teoria. Mas como seria possivel um tecido viver fora
do organismo original? Harrison levou em consideragéo as necessidades bési-
cas de uma célula e desenvolveu um experimento no qual ele mimetizou tais
condicBes. Assim, ele dissecou o tubo medular de um embrido de sapo e o
mergulhou em sua linfa fresca. Esta linfa em instantes se coagulou e, logo em
seguida, Harrison selou o frasco com parafina, observando a sua preparagao ao
microscépio todos os dias. Uma das vantagens desse experimento era a falta
de necessidade de controle de temperatura, j& que os anfibios sdo animais cuja
temperatura varia com a temperatura ambiente. Harrison teve o cuidado de
manter as condicdes assépticas, e suas consideracdes sobre a possibilidade de
se manter in vitro células vivas por mais de uma semana foram um marco para a

cultura de células.

Com esse experimento, Harrison confirmou a sua hipétese, provando
que as fibras nervosas sdo formadas a partir das células nervosas. Com isso,
muitos outros cientistas passaram a se interessar por esse modelo de experi-

mento, introduzindo o uso de cultura de células em suas pesquisas.

Em 1912, Alexis Carrel, utilizando informagdes obtidas nas observa-
coes de Harrison, desenvolveu um modelo a partir de células cardiacas de
embrido de galinha para o cultivo. Seus experimentos foram muito importantes,
pois com Carrel descobriu-se a necessidade da troca de fonte de nutrientes
contidos nos frascos. Essa renovagdo constante de nutrientes em cultivo permi-
tiu que as células pudessem ser cultivadas por periodos ainda maiores do que

os utilizados por Harrison.

Em 1951, George Gey cultivou células de tecido tumoral humano

estabelecendo a linhagem Hel.a, utilizada até hoje em todo o mundo. O fato
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de que tumores humanos poderiam dar origem a células continuas em linhagem

aumentou o interesse pelo cultivo de tecidos.

O avanco na cultura de células ocorreu, em grande parte, por intermé-
dio dos experimentos de Hayflick e Moorhead, em 1961, considerados

cléssicos, nos quais eles utilizaram células de vida finita.

Em 1962, Nakamura e colaboradores, no Japao, estabeleceram a linha-
gem VERQO, oriunda de rim de macaco-verde africano ( Cercopithecus aethiops).
Essa célula é uma das poucas, na atualidade, aprovadas para uso em producdo de
vacinas pela Organizagéo Mundial da Saude (OMS), o que a torna um

excelente modelo de pesquisas para o desenvolvimento de novas vacinas.

Muitas outras linhagens foram estabelecidas pelos pesquisadores. Atual-
mente, a cultura de células ndo se limita ao estudo do comportamento de
determinado tecido ou célula in vitro. Seu uso se estende & medicina, pois
células em cultivo tém importante pape| no tratamento de doengas degenerativas‘
Para a terapia celular, as pesquisas com células-tronco sdo um marco nessa area
que, de ferramenta para outros estudos, tornou-se a protagonista do desenvol-

vimento tecnolégico mundial.

1.2. Tipos de culturas

Células em cultivo sdo um modelo de funcao fisiolégica muito contradi-
tério, devido & perda de caracteristicas que ocorre durante o seu desenvolvi-
mento em cultura. A pro|iFerag§o in vitro difere daquela in vivo. Assim, por
mais préximo que esse modelo esteja da realidade, o processo in vitro ainda
causa problemas para o desenvolvimento celular. Sua adesdo célula — célula e
célula — matriz ¢ reduzida, ndo possui as caracteristicas (heterogeneidade e
arquitetura tridimensional) de um tecido in vivo, uma vez que seu meio nutricional

e hormonal estd modificado.

Células que, num momento anterior, cresciam tridimensionalmente agora
se encontram em um meio que favorece o espalhamento, a migragdo e a

pro|iferagéo de células ndo especializadas que expressem diferentes Fungées. A
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escolha do meio ideal ¢ um caminho a se seguir para a obtengéo de uma

cultura que expresse uma funcio especifica.

Apesar disso, ainda existem muitas vantagens no uso de cultura de
células como modelo experimental. O controle do ambiente, a homogeneidade
da amostra, quando comparada ao uso de animais em experimentos, ¢ a
economia sdo as principais vantagens dessa técnica. Atualmente, com a
imp|ementagéo das Comissées de Etica de Uso de Animais em Pesquisa
(CEUA), a cultura de células ¢é o principal modelo alternativo para a substitui-

cao dos animais em experimentos de pesquisa.

1.2.1. Células primdrias, células estabelecidas e células

transformadas

Uma cultura priméria é estabelecida a partir do crescimento de células
oriundas de um fragmento de tecido obtido por desagregagéo mecanica ou
enzimética. As células que conseguirem sobreviver ao processo de desagrega-
cio e aderirem & garrafa formardo a primeira monocamada de células daquele
tecido. Essas células possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem
crescer em cultura por um determinado periodo de tempo e sao denominadas
células primérias. Essa forma de cultivo é a mais utilizada para estudar o
comportamento de determinada célula in vitro devido a presenca de suas

caracteristicas genotipicas e fenotipicas.

As células primérias que conseguem manter suas caracterfsticas originais
possuem um tempo de vida curto. No organismo, a morte celular é um
mecanismo para renovacio tecidual. Essa morte é programada e ndo causa
danos. Esse processo ¢ denominado apoptose. Na apoptose, a célula ndo é
rompida, ela simplesmente se “autodigere”, formando botées apoptéticos que
sdo degradados.

A medida que a cultura é repicada, as células com uma maior capacida-
de de pro|iFeragéo irio predominar na garrafa de cultivo em detrimento das
células que ndo se adaptaram bem ao cultivo ou que, devido a traumas do

processo de desagregagéo, ndo possuem uma taxa normal de pro|iferagéo.
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Essas células ainda ndo perderam as caracteristicas do tecido de origem, mas
possuem alta proliferacdo. Esse tipo de célula é chamado linhagem celular
continua, e é muito utilizado em pesquisa, pois pode ser mantido em cultura
por um grande periodo de tempo (quando comparado as células primérias) e
ainda guarda grande parte das caracteristicas do tecido original. Muitas linha-
gens celulares continuas podem ser propagadas sem perder suas caracteristicas
por até oitenta passagens, além de serem euploides, ou seja, possuem um
nimero de cromossomos miltiplo do niimero original da espécie. Essas células
sao muito utilizadas em pesquisa e na produgéo de vacinas, como ¢é o caso da
linhagem MRC-5, oriunda de tecido de pulmao de feto humano e utilizada na

producdo da vacina de rubéola.

No momento em que as caracteristicas genéticas das células sdo modifi-
cadas, elas deixam de ser semelhantes morfologica e geneticamente ao tecido
original e sdo entdo chamadas células transformadas. Tais células podem ser
transformadas em cultura utilizando-se substancias quimicas, virus ou agentes

fisicos como a luz ultravioleta.

A transformacdo celular ¢ uma alteracdo genética que permite mutages
em genes responséveis pelo controle do ciclo celular (proto-oncogenes e
genes supressores de tumor). A mutagdo pode resultar de uma superexpressao
de proto-oncogenes ou da inativacio de genes supressores de tumor. O
principal reflexo dessa mutagdo ¢ a presenca da telomerase ativa. Durante a
divisdo, a célula perde um pedago da porcao final de seus cromossomos — o
telémero. Esse processo é um tipo de controle para que a célula, ao “checar”
se ha possibilidade de divisdo (check point), realize apoptose ao perceber
que seu DN esté danificado a ponto de alterar alguma transcricao. A telomerase
repde o teldbmero perdido permitindo que a célula se divida indefinidamente
sem que perca um pedago de seu DNA codante. A proliferagio exacerbada

esté diretamente ligada ao processo de transFormagéo.
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As células transformadas também podem ser obtidas diretamente de
tecidos j& mutados, como é o caso de tecidos tumorais. O exemplo mais
famoso desse tipo de célula sdo as células Hela oriundas de um tumor de
cérvice uterina humana. As células Hela sdo células genética e morfologicamente
diferentes do tecido original, e ndo possuem dependéncia de ancoragem nem
inibigéo por contato, além de serem capazes de proliferar infinitamente quando

em cultura.

Essas células sdo muito utilizadas em estudos de citotoxicidade, controle
de qualidade, entre outros. As células transformadas ndo sao ainda amplamente
utilizadas na producdo de vacinas, em face do risco de 0 DNA alterado dessa
célula alterar o DNA do individuo que fez uso dessa vacina. A unica célula
transformada usada na fabricacdo de vacinas ¢ a célula VERO. Porém, existem

controles rigidos quanto & quantidade de DNA celular residual presente em cada

vial' da vacina. A OMS estabelece um limite de 10 ng de DNA por vial.

1.2.2. Células aderentes e células ndo aderentes

As células em cultura possuem, inicialmente, caracteristicas semelhantes
aos seus tecidos de origem. Assim, células provenientes de tecidos epiteliais
terdo uma maior dependéncia de interacdo célula — célula, enquanto células

hematopoiéticas ndo necessitam de nenhuma interacdo.

As células cultivadas podem apresentar dois aspectos distintos, isto ¢,
podem ser aderentes ou ndo aderentes, o que significa dizer que algumas
células poderdo se ligar ao fundo da garrafa de cultura enquanto outras ficardo
em suspensdo no meio. As células aderentes sdo oriundas de tecidos duros e,
por isso, sdo dependentes de ancoragem, ou seja, necessitam de adesdo a
uma superficie de contato para que possam iniciar a sua pro|iferagéo. Para as

células aderentes, as garrafas de cultura devem possuir uma carga negativa. Essa

' Frasco de vidro com volume variado utilizado no armazenamento de produtos biolégicos.
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carga medeia a produgéo de proteinas de adesdo e proteoglicanos que irdo
iniciar o processo de adesdo da célula & superficie da garrafa. E a matriz
extracelular que interage com a carga negativa da garrafa e, entao, as células se
ligam & matriz por receptores especificos. Nas células epiteliais ainda hé a

interacdo célula — célula mediada por moléculas de adesdo célula — célula

(CAME) e pelas caderinas (dependentes de Ca™?).

Quando em cultura, as células aderentes se espa|ham por todo o fundo

o|a garrafa Formando O que ¢ chamado monocamada ce|u|ar.

As células ndo aderentes podem ser cultivadas em suspensdo no meio e
sdo derivadas de tecidos que ndo necessitam de ancoragem para proliferar e
sobreviver. Essa capacidade esté restrita as células hematopoiéticas, as linhagens

transformadas ou as células de tecido tumoral.

Figura 1. Linhagem MA 104 (rim  Figura 2. Linhagem MM6
de macaco-verde africano). Linhagem ~ (monocitica leucémica humana). Li-
aderente. nhagem nao aderente.

Fonte: Fotos cedidas pe|o Setor de Cultura de Células do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satde (INCQS), Fiocruz.
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2. Biosseguranga aplicada a laboratérios
de cultivo celular

Como em qualquer atividade laboratorial, antes do inicio do cultivo
ce|u|ar, deve-se p|anejar o trabalho a ser realizado de modo a executé-lo

com seguranca.

Deve ser preparado um procedimento com as especificagées das ativida-
des realizadas e todo pessoal deve ser orientado sobre os possiveis riscos e
para a necessidade de seguir as especiFicagées de cada rotina de trabalho, os

procedimentos de biosseguranga e préticas de seguranca.

Hs3, pe|o menos, 24 casos documentados de infecgéo em funcionérios
de laboratério que manipulam culturas de células priméarias (por exemplo,

células de macaco Rhesus) nos dltimos 30 anos.

Embora um nimero limitado de infecgdes adquiridas em laboratérios
tenha sido relatado como resultado da manipulacdo de células humanas e de
outros primatas, h& um risco significativamente maior em adquirir uma infecgéo
pelo HIV ou pelo HBV por meio da exposicao ao sangue humano e a outros
liquidos corporais.

Os riscos potenciais associados as células e tecidos humanos incluem os
patégenos do sangue HBV e H|\/, bem como agentes presentes nos tecidos
humanos, como Mycobacterium tubercu/osis, que pode estar presente nos

tecidos pulmonares.

Qutros riscos potenciais aos trabalhadores sdo representados pelo
uso de células transformadas por agentes virais, como o SV-40, assim
como as células que carregam material genético viral. As células humanas
tumorogénicas também podem oferecer riscos potenciais como resultado

de uma autoinoculacéo.

Além do risco biolégico, um laboratério de cultivo celular possui

0S riscos:
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* quimicos — liquidos combustiveis, corantes téxicos (azul de Tripan,

MTT, bis-benzimida), gases téxicos;

* fisicos — calor, radiacdo, vibracio e frio.

2.1. Barreiras de contencdo no trabalho em cultura de células

Antes de iniciar os procedimentos de manipu|agé'o, o pesquisador, ou
técnico, deve usar guarda-pé limpo ou descartével, gorro, méscara cirtrgica e
sapatilha, como contencdo primaria. Lavar as maos e a parte anterior do ante-
brago com 4gua e sabao, preferencialmente antisséptico, realizar antissepsia das
maos com alcool 70% (v/v) e calcar luvas cirtrgicas. Tais procedimentos sao
muito importantes para a manipu|agéo de células. O profissional ndo deve usar

anéis, pulseiras, relégios ou outros ornamentos durante as manipu|agées.

Células animais devem ser manipuladas usando-se as préticas e a conten-
cdo do nivel de biosseguranca 2. O trabalho deve ser realizado em cabine de
seguranca biolégica, e todo o material dever4 ser descontaminado antes do
descarte. A contencao secundaria ¢ obtida mediante a combinacdo de elemen-

tos relacionados a infraestrutura laboratorial.

2.2. Infraestrutura laboratorial

A organizagdo de um laboratério voltado & pesquisa com células depen-
de da sua finalidade e do nimero de pessoas que nele vao trabalhar. De

maneira geral, o laboratério necessita dos seguintes espacos:
* drea para lavagem e esteri|izagéo,~
* drea para preparo de meios;
* 4rea para incubacio e observacdo das culturas;

* irea para manipu|agéo asséptica das culturas.
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As diversas areas devem estar funcionalmente distribuidas, facilitando o
deslocamento de pessoal e o fluxo de materiais, com a menor circulacdo

possivel nas dreas de manipulacdo asséptica das culturas.

A é4rea destinada a manipu|ag6€s, onde se localizam as cabines de fluxo,
deve ser preferencialmente fechada e muito limpa. Deve-se trabalhar com

avental limpo, exclusivo para uso nessa sala.

A superficie das bancadas deve ser impermeével & dgua e resistente a
4cidos, élcalis, solventes organicos e a calor moderado. As insta|a<5‘6es devem
ser desenhadas de modo a permitir espacos entre as bancadas, equipamentos e

cabines, que devem permitir f4cil limpeza.

Os equipamentos necessérios também dependem das finalidades do

laboratério. Em geral, o laboratério necessita de:
* estufa incubadora com atmosfera de COQ;
d autoc|ave;
* deionizador de 4gua;
* estufa para secagem de materia|,~
* cabine de seguranca biolégica (cdmara de fluxo de ar laminar estéril);
* medidor de pH;
* balanca analitica;
* geladeira;
o freezer;
* microscépio invertido;
* agitador magnético;
* centrifuga refrigerada;
* banho-maria;

* bomba de vécuo.
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Para trabalhos com culturas de células, indmeros instrumentos sao neces-
sérios, tais como: camara para contagem, pipetador automético, micropipetas,
estante para tubos, além de uma variedade de vidrarias e reagentes necessérios

para preparo de meios de cultura e solugdes.

As salas devem ser sinalizadas com simbolo universal de risco biolégico,

com acesso restrito & equipe técnica de apoio.

2.3. Limpeza, desinfeccdo e esterilizagdo

A superficie da 4rea de trabalho deve sempre ser limpa, utilizando-se
4lcool a 70% (v/v), uma vez por dia ou apds cada atividade. O élcool etilico
a 70% (v/v) é um excelente desinfetante por sua acdo de limpeza ou deter-
gente, sendo eficaz também na redugéo da flora bacteriana da pele. Suas
propriedades desidratante e desnaturante de proteinas podem ser responsaveis

por sua acdo antimicrobiana.

A 4gua sanitéria comercial (2% a 5% de cloro) ¢, também, um bom
desinfetante quando diluida de 5 a 10 vezes, por ser um agente oxidante e

agir sobre os constituintes da membrana, levando os microrganismos & morte.

Todo material aquecido no banho-maria, como meios de cultura e solu-
¢oes, deve ter processo prévio de assepsia antes de sua introdugéo na cabine
de seguranca biolégica. Deve-se, ao retirar o material do banho-maria, remover
o excesso de umidade com auxilio de uma gaze e posterior limpeza com élcool
70% (v/v).

Antes de se iniciarem os procedimentos, a cdmara interna do fluxo deve
ser limpa com gaze embebida em élcool etilico 70% (v/v). O Huxo de ar,
assim como a lampada de ultravioleta devem ser ligados trinta minutos antes do
uso. Todo material deve ser limpo com é&lcool etilico a 709% (v/v) antes de ser
introduzido na cdmara. Apds o término dos procedimentos, deve-se realizar a

limpeza da cdmara interna, removendo possiveis sujidades. Manter o intervalo
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de pelo menos vinte minutos, com o fluxo de ar e a ldmpada de ultravioleta
ligados, antes de iniciar outro procedimento ou encerrar as atividades. Reali-
zar ava|iag§o e monitoramento ambiental da cabine pelo método de exposi-
cdo de placas, tal como descrito no item “controle microbiolégico de ambi-

»
entes e processos .

2.4. Controle microbiolégico de ambientes e processos

O trabalho com cultivos celulares exige uma série de cuidados para se
reduzirem os riscos de contaminacdo. As técnicas assépticas reduzem a pro-
babilidade de inFecgéo, sendo importante que sejam mantidas a todo mo-
mento: antes, durante e ao término do experimento. A necessidade de
manutengao da assepsia inclui uma série de procedimentos que vao desde a
esterilizacdo dos meios de cultura e instrumentos, até a adocdo de quarente-
na para os cultivos novos. |sso porque as células sdo cultivadas em meios
ricos em nutrientes e a possibilidade de ocorrer propagacao de microrganis-

mos contaminantes ¢ alta.

As culturas, assim como todos os residuos da manipulagio, devem ser
descontaminadas, antes do descarte, em autoclave durante uma horaa 121°C.
Culturas contaminadas ndo devem ser abertas para |avagem antes da
descontaminago. Esse material deve ser retirado do laboratério imediatamente

em recipientes rigidos e & prova de vazamentos.

Deve-se controlar a temperatura e a umidade para evitar o crescimento
de microrganismos no ambiente. A climatizacdo de uma sala de 15m? (45m?)
pode ser feita por um aparelho de ar condicionado de 15.000 BTUs, levan-

do-se em conta que existe o aquecimento produzido pelos equipamentos.

O monitoramento microbiolégico da sala, bem como das cabines de
seguranca biolégica para o cultivo de células, pode ser realizado pela pesquisa
de microrganismos, como fungos e bactérias. Um procedimento rotineiro indi-

cado para controle ambiental ¢ o método de exposicao de placas com meios
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nutritivos &gar caseina de soja (trypticase soy agar-1SA) e égar sabouraud 4%

de glicose (Sab4).

O laboratério deve possuir um programa rotineiro adequado de contro-
le de insetos e roedores. Todas as 4reas que permitam venti|agéo deverdo

conter barreiras fisicas para impedir a passagem de insetos ou outros animais.

3. Técnicas/conceitos para cultivo celular

3.1. Lavagem e preparo do material para cultura de células

A vidraria utilizada para cultura de células deve ser exclusiva e processa-

da separadamente das demais.

A vidraria deve ser lavada imergindo-a em 4gua com detergente neutro a
5%, durante 12 horas, e enxaguando-a 3 a 4 vezes em 4gua comum, ¢ 2 a 3
vezes em dgua destilada. O material limpo deve apresentar uma pelicula unifor-
me de liquido nas paredes apés o Gltimo enxégue. Caso ndo haja a formacao
desta pelicula, o material deverd ser submetido a novo processo de lavagem,

pois significa que h4 tracos de gordura ou qualquer sujidade no material.

Frascos muitos sujos, com residuos aderidos, devem ser lavados com
solucdo sulfocrémica (solugdo de bicromato de potéssio a 3% em acido sulfi-
rico concentrado1:9), que requer muito cuidado no uso devido & presenca
do cromo IV (Cr*#). Muitos materiais necessitam de uma lavagem prévia, sob

agitacdo durante 5 a 10 minutos, em solucdo detergente.

A secagem do material deve ocorrer em estufa de secagem a 120°C,
por aproximadamente 6 horas. O material limpo e seco ndo deve conter
qualquer tipo de residuo, mancha, co|oragéo e/ou opacidade; caso contrério,

o material deve ser submetido a um novo processo de lavagem.

A montagem e embalo podem ser realizados com envelopes e/ou bol-
sas proprios para esteri|izagéo, ou ainda material do tipo “ndo tecido”. Deve

ser evitado o uso de papel Kraft por gerar aerosséis.
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A esterilizacio da vidraria em geral ¢ realizada por autoclavacdo sob
pressao a 121°C por 20 minutos. Outros materiais podem ser esterilizados
por mais tempo se necessario. Toda vidraria estéril também deve ser mantida
livie de poeira em armérios bem fechados. Pipetas graduadas e tubos de

centrifuga sdo preferencialmente descartéveis.
3.2. Manutencdo das culturas: propagacdo e criopreservacdo

3.2.1. Propagacdo celular

Para manter as células em cultura é necessério utilizar técnicas bésicas
que evitem a morte celular dentro da garraFa de cultivo. As células normalmen-
te possuem inibigéo por contato e, quando em uma garrafa de cultivo, se a
quantidade de células exceder um nimero tal que impossibilite o crescimento
normal da monocamada, as células se inibirdo e haverd morte. Assim, é extre-
mamente importante que se retire quantidades de células periodicamente da

garrafa de modo a manter a popu|agéo sempre com um nimero ideal.

O processo de renovacdo de células de uma garrafa para outra é chama-
do passagem. O niimero de passagens se refere ao niimero de vezes que essa
cultura foi subcultivada. Muitas linhagens continuas sdo capazes de manter as
caracterfsticas iniciais do tecido original com algumas passagens, enquanto as
células transformadas ndo mantém as caracteristicas originais e sdo capazes de
permanecer em cultura por um grande niimero passagens (chegando até virtual-

mente ao infinito nimero de passagens).

Para as células ndo aderentes, o procedimento de passagem se assemelha a
uma diluicdo e basta retirar células da garrafa de cultivo, adicionando novo meio ao
seu lugar. lsso ocorre porque estas células se encontram em suspensio no meio,

sendo possivel retird-las sem que seja necessério um procedimento especifico.
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As células aderentes possuem um método especifico para efetuar a sua
passagem, por se encontrarem aderidas ao fundo da garrafa de cultivo. Para
que as células aderentes possam se ligar ao fundo da garrafa é necessério que o
fundo tenha uma carga negativa. Superficies como vidro e metal, que possuem

uma carga liquida negativa, sdo excelentes superficies para a adesdo celular.

Plasticos sdo muito utilizados em cultivo celular, mas para que o plastico
desenvolva carga negativa ¢ necessario um tratamento prévio com agentes
quimicos, como agentes oxidantes, ou fisicos, como a luz ultravioleta e a
radiagéo. A carga negativa é necesséria, pois a adesdo celular ocorre por meio
de Forgas eletrostaticas e da interagdo dessas cargas com glicoproteinas de
adesdo e com cétions divalentes, como Ca™ e Mg™?. Esta interacdo, entdo,
desencadeia uma sina|izag§o intracitoplasmética que acarretard na produgéo e
liberacdo de proteinas da matriz extracelular pela prépria célula, onde a célula
ird aderir, “espraiar” e iniciar sua pro|ifera<5‘§o‘

A matriz extracelular de um tecido é uma mistura complexa de proteinas,
glicoproteinas, lipideos, glicolipideos e mucopolissacarideos. As macromoléculas
que constituem a matriz sdo secretadas por células locais, especialmente
fibroblastos. Essa matriz contém trés importantes proteinas fibrosas — colégeno,
elastina e fibronectina — contidas em um gel hidratado formado por uma rede
de cadeias de glicosaminoglicanos. Todas essas macromoléculas sdo secretadas

localmente por células em contato com a matriz.

Linhagens macrofégicas sdo uma excecdo, pois sua adesdo ¢ mediada

por proteoglicanos, um processo diferente do descrito.
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Figura 3. Adesado celular medida por proteinas de adesso.

ADESAD CELULAR i

CELULA

Os métodos de dissociacdo celular sdo classificados em mecanicos ou
enziméticos. No mecanico ocorre a desagregagéo da monocamada fisicamente com
a ajuda do rubber policeman, um dispositivo semelhante a um rodo estéril que retira
as células do fundo da garrafa de cultivo. Na desagregagéo enzimética ocorre a

digestdo das proteinas de adesao por proteases especificas ou n3o.

A dissociacdo de tecidos envolve a dissociacdo da matriz e a quebra
dos contatos célula — célula, sem comprometer a membrana ou danificar a

superficie celular.

A dissociacio mecanica ¢ utilizada principalmente para células macrofagicas
devido 4 sua adesdo diferenciada. Esse método consiste na retirada das células

por meio de agentes fisicos, o que ¢ muito danoso para as culturas.

A dissociacdo enzimética ¢ uma das principais aplicagdes das enzimas na
cultura de células. Proteases sdo necessérias para romper a matriz extracelular e,
assim, obter células individualizadas com a finalidade de transferir as culturas
para um novo substrato. A enzima proteolitica inespecifica mais utilizada ¢ a

tripsina, que hidrolisa cadeias polipeptidicas nos radicais lisil-arginil formando
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terminacoes de clivagem, éster e amida. Essa reacdo desestrutura a matriz,
impossibilitando a |igag§o dos receptores da superficie celular, ligados ao
citoesqueleto e & matriz, obrigando as células a rearrajarem seu citoesqueleto.
Devido & inespecificidade da enzima, ndo se deve deixar a célula muito tempo

€m sua presenca, para nao haver |iS€ ce|u|ar‘

3.2.2. Congelamento

Na natureza ¢ muito comum que os individuos se adaptem cada vez
mais ao meio ambiente por meio de mutagdes genéticas. Esse procedimento
evolutivo descrito por Darwin ocorre em todos os seres vivos e ndo seria

diferente pensar que também ocorreria em células cultivadas.

A partir do momento em que uma célula se encontra em uma cultura

primdria ocorrem adaptagées para o seu estabelecimento como uma linhagem.

Células em cultura por longos periodos acabam perdendo suas caracte-
risticas fenotipicas, pois apds vérias divisdes, hé grande probabilidade de ocor-

rerem alteracdes demasiadas em seu DNA.

Manter células congeladas significa atrasar, em anos, quaisquer altera-
¢oes que poderiam ocorrer quando em cultura. Tais a|teragées sdo dispenséveis
para os laboratérios de cultura de células e os grandes bancos mundiais forne-

cedores o|e |inhagens‘

As células em cultura geralmente sdo congeladas em nitrogénio liquido
em uma temperatura de -196°C. Nessa temperatura, todas as reacdes bioqui-
micas nas células ficam paralisadas impedindo qualquer a|teragéo na cultura

criopreservada.

O procedimento mais utilizado no congelamento celular é o lento.
Nesse processo ha diminuigéo da temperatura, vagarosamente acarretando a
so|io|i|:icagéo da 4gua que se encontra no meio de cultura. Isso aumenta a
concentracio de soluto fora da célula e faz com que a 4gua saia através do

processo de osmose. A saida da égua da célula faz com que ela murche.
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Assim, & medida que a 4gua sai, ela se congela no exterior, deixando a célula
desidratada. Nesse processo, a 4gua do meio externo é congelada formando
cristais que podem se reorganizar no exterior da célula. A Formagéo de cristais
e reorganizagao dentro da célula leva ao rompimento da membrana celular,

matando as células. Isso ¢ impedido com o processo lento de congelamento.

Figura 4. Esquema do conge|amento lento.
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Quuando o congelamento ¢ lento, a viabilidade das células descongela-
das ¢ maior do que a das congeladas pelo método répido, ou seja, quando

imersas diretamente no nitrogénio liquido.

Mesmo controlando-se a velocidade de congelamento em 1 a 2°C por
minuto e tendo o cuidado com a formacdo dos cristais, a célula sofrerd muitos
danos nesse processo. Assim, para aumentar a viabilidade celular, utilizam-se

crioprotetores.

Crioprotetores sdo substancias que, sob diferentes mecanismos moleculares,

tornam a membrana das células protegidas dos cristais. Os crioprotetores mais

utilizados sdo o g|icero| e o dimetilsuférido (DMSQO).

O efeito protetor do glicerol se relaciona com a sua capacidade de

ligacdo com a dgua e & sua baixa dissociagdo com sais, diminuindo a osmolaridade
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do meio de congelamento. Além disso, suas hidroxilas sdo capazes de se ligar
aos oxigénios do grupo fosfato dos fosfolipideos de membrana, estabilizando-

a no momento do conge|amento.

O DMSO ¢ uma molécula sem carga real, mas que possui um momento
dipolar. Sua acdo esté relacionada & interacdo da molécula com as membranas
fosfolipidicas e com o ambiente externo & membrana. Assim, durante um
congelamento, a molécula impede fases de transmissdo dos lipideos de mem-

brana que chegam a promover a FUSéO de varias membranas‘

Tanto o DMSQO quanto o glicerol sdo téxicos para as células e devem
ser utilizados somente no momento do congelamento, sendo indispensavel a

sua retirada do meio apés o descongelamento da cultura.

3.2.3. Descongelamento celular

O descongelamento geralmente ocorre de forma répida. Simplesmente
retira-se a ampola do tanque de nitrogénio liquido e coloca-se ela em 4gua a

37 °C imediatamente.

Figura 5. Esquema de descongelamento lento.
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Apesar de todo o cuidado durante o conge|amento, O processo de
criopreservagdo é danoso para as células e, portanto, apds o seu congelamento
as células devem ser colocadas em meio de cultivo com uma concentracdo de
20% de soro fetal bovino. As células aderentes devem ser lavadas apés 24

horas de adesdo para a retirada de células mortas.

Os procedimentos de congelamento e descongelamento sdo os mesmos

para as células aderentes e para as nao aderentes.

3.3. Quantificacdo celular

Quando se trabalha com experimentos que necessitam do uso de célu-
las em cultura ¢ necesséria a avaliacdo constante das células. Umas das formas
de se avaliar o crescimento celular ¢ utilizando-se métodos de quantificacdo
celular. Quantificar uma cultura significa dizer quantas células se encontram em

determinada garrafa de cultivo.

A quantificago ¢ utilizada para definir a viabilidade celular, as condicges
de crescimento e o inicio de experimentos nos quais o nimero de células

utilizado deve ser preciso.

Existem duas maneiras de se quantificar células em cultura. Na forma
direta, conta-se diretamente o nimero de células presente na garraFa de culti-
vo; a forma indireta ¢ feita por meio da quantificagéo de determinadas estrutu-

ras celulares, como proteinas, ou pela medicdo do metabolismo celular.

Como forma de quantificacdo direta, o método mais utilizado ¢ a conta-
gem em cimara de Neubauer. No método indireto existem muitas técnicas
baseadas no metabolismo celular ou até mesmo na dosagem de macromoléculas

presentes na célula, como as proteinas ou o DNA.

Para a contagem em camara de Neubauer, as células devem estar total-
mente individualizadas. Para células aderentes, ¢ necessario fazer uma tripsinizacdo

prévia, o que nio ¢ feito no caso de células ndo aderentes.
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A camara de Neubauer é uma lamina de vidro com divisGes que auxiliam
na contagem, possuindo 9 quadrados que medem 1 mm? de érea. O esquema
de uma cdmara ao microscépio Stico se encontra na Figura 6. Somente os
quatro quadrados externos sdo utilizados na contagem de células animais. Cada
quadrado externo ¢ formado por mais 16 quadrados menores que auxiliam a

contagem.

Figura 6. Esquema da cdmara de Neubauer.

3.0 -

Para a contagem, ¢ necessario colocar uma laminula de vidro sobre a
cdmara, que serviré para conter a suspensdo celular. O espaco formado entre a
laminula e a cdmara é de O,1 mm. Dessa forma, o volume determinado por
cada quadrado ¢ equivalente a 0,1 mm®. As células contadas em um quadra-
do contidas em 1 mL equivalem ao valor de células contado multiplicado por

10* (fator de correcao da cimara).

O nimero de células por mL de uma suspensdo quando contado

em camara de Neubauer ¢ obtido pela equacdo:

Q +Q,+Q,+Q
L 2 5 % X10* X haror de diluicio=n° de células / mL

4



9236 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

Para ndo ocorrer a contagem de uma célula mais de uma vez, deve-se fazer
uma marcagao em forma de “L” nos quadrados, para que, ao aparecerem células

em cima das linhas, se contem somente as que estiverem sobre a marcacdo.

Para a anélise de viabilidade celular utiliza-se o corante azul de Trypan,
que ndo atravessa membranas integras. Assim, células vivas ndo permitem a
passagem do corante e, logo, ndo adquirem nenhuma coloracio. Como as
células mortas tém suas membranas daniFicadas, ocorre o fluxo de corante para

o interior da célula fornecendo uma coloragdo azul.

Entre os métodos de contagem indireta mais utilizados estdo o teste de
brometo 3 - [4,5-dimetil-tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-tetrazélio (MTT) e o
ensaio de coloracdo por Coomassie Brillant Blue R-250 (CBBR — 250).

A coloracdo por CCBR-250 se baseia na capacidade do corante de
corar proteinas celulares. Assim, faz-se uma curva padrdo com concentragoes
celulares conhecidas e também as leituras das amostras de cultura. Para isso,
deve-se corar a cultura e depois eluir a solucdo corante, sendo lida em

espectrofotémetro.

O ensaio do MTT se baseia na redugéo do MTT, um sal tetrazdlico,
pela desidrogenase mitocondrial de células viéveis para formar como produto o
azul de Formazan. O ensaio mede a respiracao celular, que ¢ proporcional &
quantidade de Formazan produzida, e ao nimero de células viéveis em cultura.
A vantagem desse método é a contagem somente do nimero das células

vidveis, o que ndo ocorre com o método de CBBR — 250.

3.4. Conceitos bdsicos e controle da qualidade de cultivos
celulares

Para a caracterizacdo de células em cultivo ¢ necesséria a observaco
de vérios aspectos, como a descricdo do histérico da célula, incluindo sua
origem (6rgdo, tecido, idade, sexo e espécie do doador), e a metodologia
utilizada para obté-la, histérico de passagens, meios de cultura usados e

passagem em animais.
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Testes como cariotipagem, anélise de isoenzimas e DINA fingerprinting
(impressao digital genética) servem como identificadores da espécie da linha-
gem celular, além de indicarem se ha contaminagao daquela cultura por outra

cé|u|a humana ou anima|.

E importante enfatizar que a autenticacao celular é uma parte essencial
no controle de qualidade de um cultivo, tanto para fins de pesquisa quanto
para fins comerciais, devendo ser uma preocupagao continua e importante para

qualquer laboratério de cultura de células.

Além de identificé-la, é importante avaliar se a célula ests contaminada

por fungos, bactérias, micoplasmas ou virus.

3.4.1. Cariotipagem

A anélise cromossémica de uma célula é um dos principais critérios
utilizados na identiFicagéo de uma linhagem, pois relaciona a linhagem em

cultivo a uma determinada espécie e sexo.

O método de cariotipagem ¢ um exame citogenético que verifica o estado
do cariétipo das células. Sua anélise ¢ feita por meio de varias coloracdes que
evidenciam partes dos cromossomos. Por meio de anélises visuais destes
cromossomos e com auxilio de atlas de cariétipos é possivel associar determinado

mapa cromossomial de uma linhagem a uma espécie e ao sexo do individuo.

Para a cariotipagem, ¢ necesséria a interrupcao da pro|iferagéo celular das
células em cultivo no momento da metéfase utilizando-se a colchicina. A
colchicina é uma substancia que inibe a po|imerizagéo das proteinas do fuso
mitético, parando a divisdo celular em metéfase, fase em que os cromossomos
se encontram mais condensados, facilitando a sua observacdo ao microscépio e
a anélise do cariétipo.

A cariotipagem ainda permite verificar se a célula é normal ou transfor-
mada, j4 que o perfil genético de uma célula transformada é muito alterado

quando comparado ao perfil genético do individuo de origem.



238 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

3.4.2. Andlise de isoenzimas

O termo isoenzima define um grupo de vérias formas moleculares da
mesma enzima origindrio de uma espécie, resultante da presenca de mais de

um gene codificando cada uma das enzimas.

Assim, para utilizar isoenzimas como forma de identiFicagéo celular, deve-
se obter um perfil enzimético chamado zimograma, no qual as enzimas correm em

um gel de eletroforese e seu perfil de corrida é avaliado por técnicas histoquimicas.

Diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico resultam
de diferencas em nivel de sequéncias de DNA, que codificam tais enzimas, e
de sua estrutura molecular. Assim, se os padrées de bandas de dois individuos

diferem, assume-se que estas diFerengas tenham base genética e sejam herdaveis.

A anélise de isoenzimas em culturas de células de tecido humano pode
ser utilizada para a identificagéo entre dois individuos, devido ao polimorfismo

do genoma humano, pois cada individuo teré o seu préprio perfil isoenzimético.

As principais enzimas utilizadas na caracterizacao de células humanas em

cultura sdo a purina nucleosideo fosforilase (NP), a glicose-6-fosfato

desidrogenase (G6PD) e a lactato desidrogenase (LDH).

3.4.3. DNA fingerprinting

O DNA contém regides que nao sdo aparentemente transcritas. A
Fungéo dessas regies ainda ndo estd descrita, mas acredita-se que existam
regides que possam ser utilizadas pelo DNA, caso houvesse algum tipo de

evolucdo do individuo.

Essas regiGes ndo sdo conservadas e possuem uma alta variabilidade
entre os individuos, podendo ser utilizadas como marcadores de identificacdo
individual, pois sdo especificas de um determinado individuo e diferem entre si

na mesma espécie.
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Enzimas de restricoes sao utilizadas para cortar segmentos que podem
ser hibridizados com sondas e analisados por eletroforese. O perfil obtido ¢
especifico de um individuo, assim como sua impressdo digital. Devido a
especificidade dessa técnica, idealizada por Jeffreys e colaboradores em 1985.
Ela foi denominada DNA fingerprinting e atualmente é a principal ferramenta
utilizada para a identiFicagéo exata e precisa de determinada linhagem celular. E
uma técnica muito utilizada para detectar a contaminacdo cruzada entre duas

células em cultura.
3.5. Ciclo celular e fases de crescimento celular

3.5.1. Ciclo celular

A anélise do ciclo celular é o primeiro passo para a compreensao
das vias de ativacdo e proliferagio das células, sendo necessério o conhe-
cimento das fases do ciclo celular. A sequéncia ordenada de eventos,
durante a qual o DNA ¢ replicado e proteinas sdo sintetizadas e depois

dividem a célula em duas, constitui um ciclo conhecido como ciclo celular.

O ciclo celular eucariético ¢ tradicionalmente compreendido em
dois periodos principais: a interfase ¢ a mitose (M). Um ciclo de 16

horas em células de mamifero em cultura é dividido nos perl'odos (G1, S,

G, — interfase):

9
G1(o|uragéo de 5 horas): crescimento e preparacdo para a rep|icagéo

dos cromossomos;
S (duragéo de 7 horas): sintese de DNA (rep|icagéo);
G2 (duragéo de 3 horas): preparacao para a divisdo mitética;

M (duragdo de uma hora): separacdo das crométides e constituicio de

dois nicleos idénticos.



240 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

Apbs a mitose as células filhas podem:

* iniciar nova fase de sintese apds uma fase pés-mitédtica de duracdo

normal; ou

* entrar numa fase pds-mitbtica pro|ongada permanecendo num estado
de quiescéncia e, se devidamente estimuladas, podem mais tarde ingres-

sar em ciclo no fim de G1.

A regulacio adequada do ciclo celular, com o controle correto da
sintese de substancias reguladoras (ciclinas dependentes de quixases - CDK) e
inibidoras (inibidores de CDK), ¢ fundamental para o desenvolvimento normal
dos organismos multicelulares. Uma falha nesse controle pode acarretar uma
superproducdo desnecesséria de células, frequentemente com resultados malé-

ficos, como a Formagéo de tumores (cancer).

A dindmica do processo de divisao celular é muito complexa. Ela ocorre
por meio de uma série de eventos e processos nucleares e citoplasméticos de
forma coordenada e possui mecanismos de controle rigoroso envolvendo genes

p 8 8

e proteinas regulatérias que atuam em diferentes etapas do ciclo celular.

Em cu|tura, as células de uma popu|agé'o normalmente apresentam-se em
diferentes fases de ciclo celular. Se todas as células de determinada popu|a<5‘éo
estivessem na mesma etapa do ciclo celular, essa popu|agéo estaria em sincronismo
celular. Uma variedade de técnicas e substancias pode sincronizar células em
fases especificas do ciclo celular. Por exemplo, o arraste reversivel de células
em G1 pode ser obtido com a deducdo de soro ou aminoécido isoleucina; e
o inibidor de microtibulos, o nocodazol, é empregado para sincronizar células

na mitose.



Cultivo Celular 1 241

Figura 7. Gréfico da quantidade de DN variando ao longo do ciclo celular.
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3.5.2. Fases do crescimento celular

Células normais em cultura possuem um padrdo de crescimento repre-
sentado por uma curva sigmoidal (Figura 8) denominada curva de crescimento.
Essa curva reflete as fases de adaptacdo das células as condicdes ambientais, &
disponibilidade de nutrientes e ao suporte de ancoragem necessérios para

promover a produgdo de novas células.

A determinagéo da curva de crescimento ¢ importante para a caracte-
rizacdo de uma cultura de células. A biologia celular modifica-se em cada
fase da curva, sendo importante o controle do estigio em que as células
serdo coletadas, quando serd realizado o repique da cultura, ou quando

novos nutrientes serao adicionados.
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Figura 8. Curva de crescimento celular padrao de células normais
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A curva de crescimento de células em cultura ¢ dividida nas seguintes
fases de crescimento:

* Fase /ag— periodo de adaptagéo no qual ndo ocorre pro|iferagéo apds
adicdo das células ao meio de cultivo. A duragdo da fase lag depende da
densidade celular e do estagio de crescimento da cu|tura, podendo se esten-
der de horas a alguns dias. Nesse periodo hé producdo de proteinas estrutu-
rais e enzimas, com aumento na sintese de DNA. Nesse periodo ocorre
intensa atividade metabdlica.

* Fase log — fase logaritmica ou exponencial, periodo no qual a multipli-
cacdo celular ¢ méxima e constante. E a fase de maior viabilidade e atividade
metabélica das células e, por isso, ¢ o melhor periodo para estudo e experi-
mentacdo. Nesta fase ¢ determinado o tempo de duplicacdo, sendo a veloci-
dade de pro|iFeragéo caracteristica para cada linhagem.

* Fase estacionéria ou plateau — a velocidade de crescimento diminui, o
n(imero de morte celular tende a ser equivalente ao nimero de células novas, e
a atividade metabdlica decresce. Para algumas linhagens, a fase estacionéria

pode ser estendida se 0 meio FOF renovado.
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* Fase de declinio ou morte celular — ha reducdo drastica do nimero de

células e o nimero de células mortas excede o de células novas.

A construcdo da curva de crescimento ¢ importante para a manutencao
da rotina e para saber o nimero de células depois de determinado o intervalo
de tempo. Permite a caracterizacio de certos pardmetros préprios de uma

populagdo sob determinadas condicées de cultivo.

Linhagens priméarias e permanentes possuem curvas de crescimento dife-
rentes; as linhagens permanentes podem ser mantidas indefinidamente, en-

quanto as linhagens primarias morrem apés algumas geracoes.

3.6. Principais agentes contaminantes em cultura de células

Manter a assepsia em cultura é algo muito dificil. O material esteriliza-
do erroneamente, a manipu|agéo sem cuidado e, principalmente, a falta de
higiene e de vestimenta correta dos manipuladores podem causar contamina-

cdo de uma cultura.

Bactérias, fungos, leveduras e micoplasmas sdo os principais contaminantes

CI&S cu|turas ce|u|ares.

Em casos de contaminacio, é importante avaliar onde a célula foi cultiva-
da, quais os meios e so|ug6€s utilizados e qual técnico fez a manipu|a<5‘éo. sso
impede que, em caso de contaminacao pontua|, esta se espa|he para outras
culturas do laboratério, além permitir a investigacao dos principais motivos da

contaminacdo, a fim de elimina-la.

3.6.1. Contaminagdo bacteriana

As bactérias sdo organismos procariontes com capacidade de prolifera-
¢do muito rdpida e que, na maioria das vezes, conseguem crescer em qualquer
condigé’o. Elas estdo presentes no ar, nas superficies, no trato digestivo huma-

no etc.



944 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

Uma contaminacdo bacteriana na cultura inviabiliza a sua utilizacdo, visto
que elas competem pe|os nutrientes do meio fazendo com que as células
morram pela falta de alimento. Além disso, metabolizam o meio de forma a

torné-lo excessivamente 4cido para determinadas linhagens.

As bactérias, por crescerem muito mais rapido que as células animais em
cultura, especialmente em meios muito ricos, como os de cultivo de células
animais, t&ém sua visualizacdo ao microscépio ético facilitada, e a contaminaco
¢ facilmente detectada. Para isso, é necessario que o cultivo ocorra em meio
livre de antibiéticos, para ndo haver mascaramento do crescimento da contami-
nacao em cultura. A esterilidade deve ser garantida pela qualidade das solu-

cbes e do material utilizado e pelo bom treinamento dos técnicos.

3.6.2. Contaminagdo por micoplasma

Micoplasmas sdo contaminantes comuns de culturas de células, micro-
organismos procariotos desprovidos de parede celular que possuem uma mem-
brana lipidica em bicamadas, imperceptiveis na visualizagdgo por microscépio

btico invertido.

De dificil localizacdo por se aderir 3 membrana da célula, o micoplasma
¢ prejudicial, pois retira do meio os nutrientes necessarios, em particular a
arginina. O metabolismo dos micoplasmas é, em parte, dependente do

metabolismo celular.

Para detectar micoplasmas, pode-se utilizar o teste de co|oragéo fluores-
cente Hoescht 33258, que cora DNA. Assim, ao observarmos uma cultura
contaminada em microscopia de fluorescéncia é possivel visualizar o nicleo da
célula e o seu contorno, que ¢ formado pelo material genético dos micoplasmas

aderidos & membrana.

Contaminar uma cultura com micoplasmas é muito facil, pois eles se

encontram na via respiratéria humana; porém, a descontaminagéo envolve a
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utilizacdo de antibiéticos, como ciprofloxacin e kanamicina associada a tetraciclina,
extremamente prejudiciais & célula, e, havendo posterior “febre”, com o au-
mento da temperatura de 37 °C para 41 °C. |sso diminui o nimero de células

vidveis, e 0 processo nem sempre & um sucesso.

3.6.3. Contaminagdo por leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares muito comuns em cultura. Caracteri-
zam-se por serem menores do que as células animais. Multiplicam-se principal-
mente por brotamento, formando na cultura estruturas caracteristicas na forma

de esferas menores anexaclas a esFeras maiores.

4. Meios de cultura e solugdes utilizadas em cultivos
celulares

Os meios nutritivos (meios de cultura ou de cultivo) utilizados para a
cultura de células, tecidos e érgaos fornecem as substancias essenciais para o

crescimento e controlam o crescimento in vitro.

As mesmas vias metabélicas e bioquimicas bésicas no organismo sdo
consideradas nas células cultivadas. Complementando as substancias
biossintetizadas pelas células, varios compostos organicos sdo adicionados ao
meio para suprir as necessidades metabélicas, energéticas e estruturais especifi-
cas das células. Sendo assim, os meios de cultura devem apresentar em sua
formulacdo sais minerais, hidratos de carbono, aminoacidos, vitaminas, protei-
nas, peptideos, lipideos e acidos graxos (ver Tabela 1). Costuma-se adicionar

também soros, tampdes, antibiéticos e indicadores de pH.

Os meios de cultivo foram estabelecidos a partir de 1950, com varias
Formu|agées de meios que proporcionassem o crescimento celular in vitro. Os
meios de cultura, tais como o meio 199 de Morgan e colaboradores de
1950, o meio CMRL, de Parker e colaboradores de 1957, e os meios
basais de Eagle de 1955 e 1959, s3o utilizados hoje.
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Foram elaborados, também a partir de 1950, alguns meios de cultura

mais comp|exos, com o intuito de eliminar a uti|izag§o de fluidos animais, como
o meio NCTC 109, desenvolvido por Evans e colaboradores a partir 1956.

Esses meios livres de soro devem fornecer todos os fatores que as células em

cultura necessitam, tais como: metais traco, varios suplementos e fatores de

crescimento, insulina, transferrina, horménios, dentre outros. A exigéncia des-

ses fatores e a complexidade do meio variam de acordo com o tipo celular a

que se destina e, por ser altamente especifico, em muitos casos precisa ser

adaptado para cada tipo celular. Devido & sua complexidade, esses meios sao

muito dispendiosos, e utilizados apenas para fins especificos.

Tabela 1. Tabela de componentes basicos de um meio tipico.

proteinas (necessarias

*Treonina
*Triptofano

*Tirosina

*Valina

aminoécidos | vitaminas sais outros em meios sem soro
quimicamente definidos)
*Arginina *Biotina *NaCl *Glicose *|nsulina
*Cistina *Colina <l ‘Eenicihna eTransferrina
. * o[ streptomicina
*Glutamina | *Folato P *Factores
Histidi Nicotinamid *Vermelho de | especificos de
istidina icotinamida
'NBHQPO4 fenol crescimento
*lsoleucina | *Pantotenato *Soro
e[ eucina *Piridoxal ‘NaHCO3
elisina *Tiamina
[ ]
*Metionina | *Riboflavina CaCIQ
eFenilalani
nilalanina °MgC|2
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Para escolher o meio de cultivo adequado ao de uma determinada

linhagem, consulta-se primeiro a literatura e as referéncias de bancos oficiais.

No sistema de cultivo de células, ¢ importante o controle do pH 6timo
(7,0-7,6), utilizando para isso tampao e o suplemento do meio de cultivo
que resiste as variacoes do pH, principalmente na fase lag do crescimento
celular. Na fase |ag do crescimento celular, ou em baixa densidade celular, a

tensdo de CO2 deve ser mantida para controle do pH e, por isso, as culturas
sao mantidas em atmosfera de 5-10% de COQ.

Para compensar a diminuigéo do pH gerado pelos metabélitos do con-
sumo da glicose, hé a sup|ementagéo do meio com bicarbonato de sédio e
manutencdo do nivel de COQ. O CO2 dissolvido em equilibrio com fons
bicarbonato gera um sistema de tamponamento no meio, como mostra a equa-

cdo abaixo:

H,0 + CO, + NaHCO, « H* + Na* + 2HCO,

O composto HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-(2-4cido
etanosulfénico) e outros tampdes organicos podem ser utilizados em culturas
em que o tampao bicarbonato ndo é adequado. A sensibilidade da cultura
pelo tampao varia, podendo até ser téxica para as células. Portanto, deve-se

ser criterioso na escolha do melhor tampao e da sua concentracdo.

Antibidticos e fungicidas sdo utilizados nos meios nutritivos para contro-
le da contaminagao microbiolégica. Com essa finalidade, os compostos mais

utilizados sdo a gentamicina, a estreptomicina, a penicilina e a anfotericina.

E importante rotular, imediatamente, qualquer reagente ou so|ugéo pre-
parada com etiquetas com as seguintes inFormagE)es: nome da so|ugéo prepara-
da, lote, data do preparo, prazo de validade, nome dos técnicos responséveis

e temperatura de estocagem. A temperatura adequada para os meios de

cultura é de +4-8 °C.
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4.1. Controle da qualidade da dgua e reagentes

A é4gua é o componente predominante na preparagao dos meios e
so|u<5‘6es, mas é uma fonte potencial de impurezas que podem afetar o cresci-
mento de culturas in vitro. Para evitar contaminagdo por compostos organicos
voléteis, que permanecem apds a desti|a<5‘éo e que inibem o crescimento das
culturas, deve-se utilizar 4gua classificada como ultrapura, que consiste num
sistema de purificacdo por filtracdo com carvao ativo, colunas de troca idnica e
filtros de acetato de celulose. Embora de custo e|evao|o, a dgua ¢ produzida
com alto grau de pureza. No entanto, a 4gua deionizada pode ser aplicada

para o preparo da maioria das so|u§6es‘

Devem-se utilizar substancias testadas para culturas de células e com alto
grau de pureza. No rétulo, sempre que possivel, deve constar o ndmero do
lote, o prazo de validade e as condigées de estocagem. Deve-se utilizar
tripsina na diluicigo 1:250, obtida de pancreas suino e testada em cultura de
células. A L-glutamina é um aminoacido essencial e suplemento fundamental
dos meios de cultura. Como a L-glutamina ¢ degradada a 36,5 °C, ela deve

ser adicionada a meios de cultura suplementados a mais de 15 dias.

4.2. Soro fetdl

Apesar da sua constituicdo quimica, os meios de cultivo sdo usualmen-
te suplementados com 5% a 20% de soro, pois as células em cultura
também necessitam de fatores de crescimento, horménios, proteinas e
peptideos, nucleosideos, lipideos e inibidores que podem ser supridos por

esse fluido animal.

Deve-se utilizar um soro fetal certificado, estéril, inativado a 56 °C por
30 minutos, livre de micop|asmas e sem endotoxinas. Atualmente, os soros
estdo disponiveis comercialmente e os mais utilizados em cultivos celulares sdo

os soros de origem bovina, de cavalo e humano. O soro é obtido do plasma,



Cultivo Celular | 249

sob condices assépticas e estéreis, por puncdo cardiaca ou venosa. A coleta,
a manipu|agé'o, 0 processamento e a estocagem sdo realizados visando-se
manter as propriedades e qualidades do soro. A escolha do soro depende de
requisitos de cada tipo celular, e um dos mais utilizados é o soro fetal bovino.
No caso do soro fetal bovino, cada procedimento corresponde a uma partida,

ou lote diferente.

As variacoes qualitativas e quantitativas dos componentes do soro po-
dem interferir no crescimento das células em cultura. Dessa forma, a capacidade
de possibilitar o crescimento celular deve ser avaliada para cada lote de soro
adquirido. Cada lote deve ter um certificado com todos os dados dos testes
bioquimicos e microbiolégicos realizados, devendo ser testados para detecgéo

de bactérias, fungos, Mycop/asma e agentes virais.

4.3. Sistema de filtracao

Para substancias organicas que ndo resistem ao processo de esterilizacdo
por autoclave, convém dispor-se de dispositivo para Fi|tragéo por membranas.
Algumas substancias organicas sdo degradadas pelo calor, sendo lébeis &
autoc|avagéo, precisando ser esterilizadas com um filtro especial de acetato de
celulose com porosidade inferior a 0,22 um. Uma reacdo que pode ocorrer
durante a autoclavacdo ¢ a caramelizagdo (reagdo entre acicares e aminoacidos)
e a hidrélise da sacarose. Essas reacoes se intensificam com o aumento do

tempo da autoclavacdo.

Assim, utiliza-se o processo de Fi|tragéo, que consiste na passagem de
liquido por membrana filtrante com pequenos poros que impedem a passagem
de microrganismos. Filtros reutiliziveis podem ser esterilizados por autoc|avagéo,
sendo os descartéveis também muito utilizados e, apesar de mais caros, o

processo ¢ mais rapido e mais seguro.
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A maioria das so|ug6€s estéreis de uso em cultura de células é preparada
por Fi|tragéo em membrana esterilizante de 0,22 Mm. Contudo, algumas solu-
cbes podem ser esterilizadas por autoclavacio a 121°C por 15 minutos.
Utilizam-se também membranas de 0,45 (Um, como pré-filtro para clarificar

solucdes menos limpidas.

Em cémara de fluxo laminar, a filtragem ¢é realizada com um sistema para
filtracdo sob pressao com filtro de 0,22 pm em volumes maiores que 10 L;
para volumes entre 0,1 e 10 L esterilizam-se em sistema de filtracdo a vacuo
com filtro de 0,22 pum e, para at¢ 100 mL, sistema de filtracdo por seringa
com filtro de 0,20 pm.

Apbds a realizacdo da filtracdo, é fundamental testar o material filtrado
para verificar a eficiéncia do procedimento, por meio da rea|izagéo de teste de

esterilidade por inoculagdo direta do filtrado em meio de cultivo.

5. Aplicagées dos cultivos celulares

5.1. Producdo de imunolégicos

Existem muitas ap|icag6es para a cultura de células. As primeiras aplica-
coes se relacionam com a produgéo de anticorpos monoclonais. Os anticorpos
monoclonais tém sua maior aplicacdo nos imunoensaios, como o ELISA. Além
disso, esses anticorpos também sdo muito utilizados associados a marcadores

radioativos em imunocintilografia.

Os anticorpos monoclonais sdo produzidos em células denominadas
hibridomas, que resultam da fusdo de células de mieloma murino com linfécitos
B produtores de um determinado anticorpo. As células do hibridoma sao

imortais e produzem anticorpos, assim como a sua precursora.
Vérias proteinas diferentes de anticorpos comercializadas sdo produzi-
das a partir de cultura de células. Eritropoietina humana, fator VIl para

hemofilia, dentre outras, sdo produzidas em células cultivadas, pois necessi-
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tam de maquinario complexo para a sua producdo que ndo ¢ encontrado em

células procariontes.

Uma ap|icagéo importante da cultura de células em imunobiolégicos se
relaciona com a produgdo de vacinas. Para crescimento viral, é necessério o seu
cultivo em células, pois os virus se replicam em hospedeiros. A vacina de
sarampo ¢ produzida em culturas priméarias de fibroblastos de embrido de
galinha, enquanto a vacina de poliomelite, fabricada na Franga, em células de
rim de macaco-verde africano (cercopithecus aethiops). Um dos grandes desa-
fios da atualidade ¢ a produgéo de vacinas em células de linhagens transforma-
das sem afetar o individuo que iré utilizé-las. Essas pesquisas estdo em desen-
volvimento e, em muitos casos, j& estio sendo aplicadas. No Brasil, ainda ndo
existem vacinas fabricadas em células transformadas, mas a célula Vero ¢ alvo

de pesquisas de muitas instituicoes.

5.2. Virologia

Na virologia, a cultura de células é muito utilizada para a obtengéo viral.
Como os virus necessitam de hospedeiros, é na cultura de células que é

possivel cultivé-los.

A cultura de células permite o isolamento do virus para avaliar o seu
efeito em determinados tipos celulares, além de verificar quais células sao

suscetiveis a determinados virus.

5.3. Terapia celular

O termo terapia celular identifica uma técnica com o objetivo de resta-
belecer a funcdo ou a estrutura de um tecido por meio da utilizacdo de células,
e vem sendo utilizada no caso de traumas, doengas degenerativas Ou agressoes

aos tecidos do corpo.

Para a terapia celular, é necessério ressaltar a importancia do conhecimen-

to da célula em seu ambiente original, pois inFormagées sobre a estrutura do
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microambiente celular sdo necessarias para a reprodugéo desses elementos

em cultura.

Na bioengenharia, a estrutura tecidual é reproduzida o mais fiel possivel
dquela do tecido original, tanto em conteido de material presente quanto
como ao comportamento das células presentes. Dessa forma, seria possivel a
substituicdo dos tecidos danificados por novos tecidos formados em cultura,
substituindo-se aquele que sofreu algum dano em determinado momento da
vida do individuo. Uma aplicabilidade da bioengenharia é obtencao de células
do préprio paciente para o cultivo e formacdo de tecido. Esse tecido ¢
cultivado em laboratério, acrescido de fatores e do microambiente necessério a
diferenciacio e a formacdo tridimensional da célula, mimetizando o tecido

original que, apds um determinado periodo, ¢ reimplantado no paciente,

substituindo o tecido lesado.

Outro avanco na terapia celular é o uso de células-tronco no tratamento
de doengas degenerativas. Células-tronco possuem alta capacidade de diferen-
ciacdo e de pro|iFeragéo sendo possivel formar a partir delas células diferencia-

das que exercam fungdes especificas.

As células-tronco podem ser de origem embrionéria (células-tronco
embrionérias) ou de tecidos adultos (células-tronco adultas). As células-
tronco embrionarias tém alta capacidade de replicacdo e de diferenciagdo; no
embrido todo o organismo complexo serd formado a partir destas células. As
células-tronco adultas sdo células de pro|iferagéo modulada, quiescentes,
que se mobilizam para estabelecer a reposicao de células que morreram ou
que se ativam e proliferam intensamente no momento necessério & regenera-

cdo de um tecido danificado.
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