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‘L Coloracdo Hematoxilina-Eosina

= Este € um metodo de coloracao histologica
combinada ou em conjunto

= Existem multiplas variantes, sequndo o tipo
de hematoxilina ou de eosina empregue

= Este método consta sempre de uma fase
inicial em que se coram os nucleos com
hematoxilina e uma fase posterior de
contraste citoplasmatico e dos componentes
extracelulares com a eosina



‘L Coloracdo H&E

Consiste na utilizacao conjunta de:

s Corante nuclear — Hematoxilina
= Corante citoplasmatico — Eosina

= Boa coloracao da arquitectura tecidular
geral



i Protocolo

Desparafinizacao - 10 min

. Hidratagao (passagens com agitagao):

. AIcooI 1009

. Alcool 950

. Alcool 700

- Agua

. Hematoxilina — 10 min

n Agua — lavagem para retirar excessos

- Diferenciador — 15 segundos

. Agua — azular — agua corrente — 5
minutos

. Alcool 70° - passagem

n Eosina — 1 min

- Desidratagao (passagem com
agitagao):

. AIcooI 950

. Alcool 1009

- Alcool 1000

. Clarificagao — xileno — 5 minutos

- Montagem



Condicoes para obter boas
i coloracdes

. Fragmentos bem processados
. Corantes de qualidade
. Respeito pelo rigor técnico



Hematoxilina-Eosina
‘L Resultados

= Nucleo — Azul a preto
= Citoplasma - varias tonalidades de rosa

s Fibras musculares — vermelho a rosa
forte

s Eritrocitos — vermelho a laranja
= Fibrina - rosa forte




Hematoxilina-Eosina
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‘L Hematoxilina

= E 0 corante natural + usado para corar
0 nucleo

= Obtida a partir de uma planta
(Haematoxylon campechium)

= Nao € 1 verdadeiro corante
= Produto de oxidacao: hemateina




‘L Hemateina

s Corante anionico fraco

= Fraca afinidade para o tecido, desta
forma € inadequada como coloracao
nuclear sem a presenca de um iao
mordente

s Cora estruturas de natureza acida
= Oxidacao natural ou quimica



‘L Oxidac3o natural

= Exposicao a luz e ao ar
= Processo lento (3 a 4 meses)

= Mantém as propriedades corantes
durante mais tempo

= EX.: Hematoxilina de Delafield,
Hematoxilina de Ehrlich



‘L Oxidacdo quimica (1)

= Utilizacao de agentes quimicos de caracter
oxidante como: iodato de sodio, oxido de
mercurio, permanganato de potassio, entre
outros

= Oxidacao de hematoxilina a hemateina provoca o
aparecimento de 1 anel paraquinonico — actua
como cromoforo

= Hemateina obtida possui carga electroestatica
fracamente acida



‘L Oxidacdo quimica (2)

= Conversao rapida de hematoxilina em
hemateina

= Perca de propriedade corante +
rapidamente

= Tempo de oxidacao € crucial -
leucoderivados



i Oxidacdo quimica (3)

= No processo de oxidacao o pH do
solvente utilizado € fundamental:
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‘L Oxidac3o quimica (4)

= Retardar o processo de oxidacao —
utilizar solucoes acidas

» Espelhado dourado a superficie da
solucao — sobre-oxidacao

= Hemateina nao pode ser utilizada como
corante sem um mordente




‘L Mordentes

= As hematoxilinas podem ser classificadas de
acordo com os mordentes utilizados:

= Aluminio

= Ferro

= Chumbo

= Tungsténio

= Molibdénio

= Sem mordente



i Hematoxilinas Aluminicas

= Harris

= Mayer

= Carazzi
= Cole

= Ehrlich
= Delafield
= Gill



‘L Hematoxilinas Aluminicas

= O iao metalico é o aluminio, usualmente
sob a forma de sulfato aluminico de
potassio ou sulfato aluminico de amonia

= Ambos coram o nucleo de vermelho, o
qual é convertido numa familiar mescla
azul e preta quando a seccao € lavada
com uma solucao alcalina fraca



‘L Hematoxilinas Aluminicas

= O tempo para a coloracao bem como para uma
diferenciacao satisfatoria € variavel de acordo
com o tipo e a idade deste hematoxilina
utilizada, o tipo de tecido e a preferéncia
pessoal do patologista

= Na coloracao de rotina de HE a hematoxilina +
utilizada é a de Harris

= A hematoxilina de Carazzi € ocasionalmente
utilizada, particularmente para seccoes
congeladas urgentes



‘L Hematoxilina de Harris

= + utilizada na coloracao de rotina
= 5—-15min
= Grande estabilidade (6-12 meses)

» Jodato de sodio ou potassio (substituem o
oxido de mercurio)

= Forma regressiva

a Diferenciadores: alcool acético ou
cloridrico



Hematoxilina de Harris
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 2.5g

= Alcool absoluto ... 25mL

= Aluminato de potassio ou amonio ... 50g
= Agua destilada ... 500mL

= Oxido de mercdrio ... 1.25g ou

= Acido acético glacialg ... 20mL

¢ O acido acetico € opcional, contudo a sua
utilizacao confere maior precisao



Hematoxilina de Harris

= Tal como a maioria das hematoxilinas
amadurecidas quimicamente, a coloracao
nuclear das hematoxilinas com aluminio
comeca a sofrer deterioracao alguns meses
depois

= Esta deterioracao verifica-se pela formacao
de um precipitado

= Assim, para que os resultados sejam
melhores deve-se preparar o corante todos
0S meses em menores quantidades



i Hematoxilina de Mayer

= + utilizada em ICQ
= 5—-10 min
= Jodato de potassio
= Progressiva



‘L Hematoxilina de Mayer

= Esta hematoxilina € amadurecida quimicamente
com iodato de sodio

= Pode ser utilizada como corante regressivo e
progressivo, nesta ultima situacao pode ser
verificada quando existe a necessidade de dar
énfase a um componente citoplasmatico

= E utilizada como coloragao de contraste nuclear
para demonstragao de glicogenio em varias
técnicas histologicas enzimaticas

= Este corante € aplicado durante 5 a 10 minutos




Hematoxilina de Mayer
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 1g
= Agua destilada... 1000mL

= Aluminato de potassio ou amonio ...

50g
= JIodato de sddio ... 0.2g
= Acido citrico ... 1g



‘L Hematoxilina de Carazzi

» Esta hematoxilina é igualmente
utilizada, tal como a de Mayer, para
contraste nuclear progressivo durante
um periodo curto de tempo

= E também de valor referir que a
hematoxilina de Carazzi € largamente
utilizada em seccoes congeladas nos
exames extemporaneos



i Hematoxilina de Carazzi

= + utilizada em cortes de congelacao
= 45 seq.

= Jodato de potassio

= Progressiva



Hematoxilina de Carazzi
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 5.0g

= Glicerol ... 100mL

= Aluminato de potassio ... 25g
= Agua destilada ... 400mL

= Jodato de potassio ... 0.1g



i Hematoxilina de Cole

» Jodina alcoodlica (agente oxidante)
= 20 — 40 min.



Hematoxilina de Cole
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 1.5g

= Aluminato de potassio saturado ...
700mL

= 1% iodina em 95% alcool ... 5mL
= Agua destilada ... 250mL



‘L Hematoxilina de Ehrlich

= Jodato de potassio

= Propriedades acidas

= Coloracao nuclear menos intensa

= Modo de actuacao mais lento (20-45
min.)

s Tecidos expostos a substancias acidas
ou fixados durante muito tempo



Hematoxilina de Ehrlich

= Resulta de um amadurecimento da
hematoxilina com aluminio demorando cerca
de 2 meses a amadurecer

= Contudo, e como curiosidade, uma solucao
de hematoxilina satisfatoriamente
amadurecida tem uma duracao de anos

= A hematoxilina de Ehrlich para além de ser
uma coloragao excelente para o nucleo,
tambem possui capacidade de corar mucmas
incluindo mucopolissacaridos cartilagineos

= E recomendada para corar osso e cartilagem



Hematoxilina de Ehrlich
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 2g

= Alcool absoluto ... 100 mL

= Glicerina ... 100 mL

= Agua destilada ... 100mL

= Acido acético glacial ... 10mL

= Sulfato aluminico de potassio ou
amonio ... 15g aprox.



‘L Hematoxilina de Delafield

s Esta hematoxilina com amadurecimento
natural das hematoxilinas com iao metalico
aluminio possui uma longevidade semelhante
a hematoxilina de Ehrlich

= Esta hematoxilina cora os nucleos celulares
de azul celestial e € ideal para realizar
contraste em técnicas histoquimicas e de
caracter imunologico



Hematoxilina de Delafield
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 49
= Alcool a 95% ... 125mL

= Aluminato amoniacal (solu¢ao aquosa
saturada) (15g/100mL)... 400mL

s Glicerina ... 100ml



Hematoxilina de Gill

= E utilizada como coloracdo de rotina em
maior proporcao do que a de Mayer

= E mais estavel que a de Harris, isto porque a
auto-oxidacao ¢ inibida fazendo com que nao
ocorram reaccoes durante muitos meses

= As desvantagens associadas com esta
hematoxilina residem no facto de escurecer
alguns mucos em comparagao com a de
Harris, entre outras...



‘L Hematoxilina de Gill

» Jodato de sodio
= 5—15 min.
= Muito estavel, pouca auto-oxidacao

= Desvantagens: origina manchas em
laminas adesivadas, cora 0 muco numa
tonalidade muito escura




Hematoxilina de Gill
i Preparacdo da solucdo

= Hematoxilina ... 2.0g

= Jodato de sddio ... 0.29

= Sulfato de aluminio ... 17.6g
= Agua destilada ... 750mL

= Etanodiol ... 250mL

= Acido acético glacial ... 20mL



Desvantagens das
‘L Hematoxilinas aluminicas

= A maior desvantagem e a sensibilidade a aplicagao
de substancias acidas, como por exemplo: Van
Giemsa e outros tricromios

= A aplicagao da mistura de acido picrico e fucsina
acida ao Van Giemsa remove a maioria da
hematoxilina do nucleo

= Nestes casos, uma coloracao satisfatoria do nucleo
pode ser consegwda com a utilizacao da hematoxilina
de Weigert, que é resistente ao efeito do acido
picrico

= Actualmente, existe também a combinacao das
hematoxmnas aluminicas com o azul de celestina

= O azul de celestina é resistente aos efeitos do acido



‘L Hematoxilinas Férricas

= Estas hematoxilinas sao muito uteis para
realizar coloragoes nucleares quando €&
necessario completar a coloracao com
solugoes fortemente acidas e especificas para
o citoplasma e componentes extracelulares
cisticos (fibras conjuntivas, substancia
osteoide, matriz cartllagmea etc.),
susceptlvels de dissolverem as hematoxilinas
que contém aluminio. E esta reacgao ocorre
com a maior parte das coloragoes tricromicas
do tecido conjuntivo.




‘L Hematoxilinas Férricas

s Nestas hematoxilinas os sais de ferro
sao utilizados simultaneamente com
agentes oxidantes e como mordentes

= A maioria dos sais ferricos utilizados
sao cloreto de ferro e o sulfato de
amonio ferrico



‘L Hematoxilinas Férricas

= A forte oxidagao destas hematoxilinas € um
problema, portanto € necessaria uma preparagao
separada do mordente/oxidante e da solugao de
hematoxilina e mistura-las imediatamente antes
da sua utilizagao (ex.: hematoxilina de Weigert)
ou utiliza-las construtivamente (Heidenhain e

Loyez)

= As hematoxilinas ferricas sao capazes de
demonstrar uma maior variedade de estruturas
tecidulares do que as hematoxilinas aluminicas



i Hematoxilina Férrica

= Weigert

= Heidenhain
= Loyez

= Verhoeff



‘L Hematoxilina de Weigert

= Esta € uma hematoxilina em que o
cloreto de ferro é utilizado como
mordente e oxidante

= O ferro e a hematoxilina sao preparados
separadamente e misturados
imediatamente antes da sua utilizacao



Hematoxilina de Weigert
i Preparacdo da solucdo

Solucao de Hematoxilina

Hematoxilina ... 1g
Alcool absoluto ... 100MI
Amadurecimento natural de 4 semanas

Solucao férrica

Cloreto de ferro aquoso a 30% (anidro)... 4mL
ACIdO hidrocloridrico (concentrado) ... 1ImL
Agua destilada ... 95mL

Esta solugao e flltrada e adicionada em volumes
iguais a solucao de hematoxilina imediatamente
antes da sua utilizacao



i Hematoxilina de Heidenhain

= Esta hematoxilina utiliza sulfato de amonio ferrico
como oxidante e mordente

= Pode ser utilizada para demonstrar varias estruturas
de acordo com o grau e diferenciacao

= Depois da coloracao todos os componentes sao de
Cor negra ou verde escuro



‘L Hematoxilina de Heidenhain

= A hematoxilina € posteriormente removida das
diferentes estruturas tecidulares: mitocondrias,
estriacoes musculares, cromatina nuclear e a mielina
podem ser demonstradas por esta respectiva ordem

= Uma diferenciacao prolongada ira remover o corante
de quase todas as estruturas, no entanto os
eritrdcitos e a queratina sao estruturas que retém o
corante por mais tempo



Hematoxilina de Heidenhain

i Preparacdo da solucdo

Solucao de hematoxilina

Hematoxilina ... 05g

AIcooI absoluto ... 10mL

Agua destilada ... 90mL

Amadurece naturalmente em 4 semanas

Solucao férrica (5% aluminato de ferro)

Sulfato de amonio ferrico ... 59
Agua destilada ... 100mL

E importante sallentar que apenas os cristais.
violeta limpos do sulfato de amonio férrico sao
utilizados



‘L Hematoxilina de Loyez

= E uma hematoxilina férrica em que o
sulfato férrico de amonio ¢é utilizado

COMO Mordc
s E utilizada

ente

nara demonstrar mielina e

pode ser aplicada a seccoes em
parafina, congeladas e nitrocelulosicas



‘L Hematoxilina de Verhoeff

» Esta hematoxilina é utilizada para
demonstrar fibras elasticas corando-as
de preto

s Este contraste € ideal para
fotomicrografias




‘L Hematoxilina com Tungsténio

= Apenas uma destas hematoxilinas possui uma
maior utilizacao, no entanto existem varias
variantes da original técnica de Mallory PTAH

= Técnica de coloracao PTAH com hemateina

= Solucao de PTAH, quimicamente oxidada com
permanganato de potassio

= Solucao de PTAH naturalmente oxidada



‘L Hematoxilina com Molibdénio

= S30 raras as hematoxilinas que utilizam o
acido molibdénico como mordente

= A Unica técnica aceite € a de Thomas (1941)
a qual foi mencionada por McManus & Mowry
(1964)

= Este metodo e recomendado para a
demonstracao de colagénio e folhetos de
reticulina, no entanto existem técnicas mais
validas para as fibras de tecido conectivo



‘L Hematoxilinas com Chumbo

= As hematoxilinas que incorporam sais de
chumbo tém sido recentemente utilizadas na
demonstragao de granulos em celulas
enddcrinas no tracto digestivo e em outras
regioes

= A maior aplicacao relativamente a diagnostico
e a de identificagao de celulas endocrinas em
tumores de origem duvidosa, contudo

tam
inve

bem € utilizada em procedlmentos de
stigagao tais como a localizagao de

célu

as gastricas no estbmago



Hematoxilinas sem Mordente
i ou i30 metdlico

= Solucoes frescas de hematoxilina, sem
mordente, tém sido utilizadas de forma
a demonstrar varios minerais nas
seccoes tecidulares



Mordente Oxidagdo Exemplos Aplicagoes
Nucleo + eosina,
Aluminio natural Ehrlich mucinas
Aluminio natural Delafield Nucleo + eosina
Nucleo + eosina,
Aluminio iodina de sodio Mayer contraste nuclear
Aluminio Oxido de mercurio Harris Nucleo + eosina
Aluminio iodina de sodio Cole Nucleo + eosina
Nucleo + eosina
Aluminio iodato de potassio Carazzi (seccdes congeladas)
Aluminio iodato de sddio Gill Nucleo + eosina
Ferro natural Weigert Nucleo + corantes acidos
Detalhes intra-nucleares,
Ferro natural Heidenhain estriacbes musculares
Ferro natural Verhoeff Fibras elasticas
Ferro natural Loyez Mielina
Mallory; Fibrina, Estriagbes musculares,
Tungsténio natural PTAH fibras gliais
Molibdénio peroxido de hidrogénio Thomas Colagénio, granulos endécrinos
Chumbo Solcia Granulos endocrinos

S/ mordente

Mallory

Ferro, chumbo
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‘L Fosina

= A eosina € o corante mais apropriado para
se combinar com a hematoxilina (demonstra
a arquitectura histoldgica geral), porque:

= Diferencia o citoplasma de diferentes tipos
de células

= Diferencia diferentes tipos de tecido

conjuntivo, fibras e matrizes (tonalidades
rosa a vermelho)




‘L Fosina

= Corante fracamente acido

= Pertence ao grupo das fluoresceinas
= Contém 4 mol de Br

= Facilmente soluvel na agua

= Cora o citoplasma, conjuntivo e fibras de
colagénio

» Diferencia-se com agua



‘L Tipos de Eosinas

= A diferenca esta no tipo e n.°de atomos de
halogéneos que contem

s Floxina, 2 atomos de Cl e 4 de Br
s Eosina Y, 4 atomos de Br
s Eosina B,2 atomos de Br



i Eosina alcodlica

= EosinaY

= Agua destilada

= Etanol a 95%

= Acido acético glacial




i Eosina Aquosa

= Eosina Y, agua destilada,
9% (sol stock)

= Sol de stock / agua
destilada, 4 (solucao de
trabalho)




i Eosina precipitada

= Eosina Y /agua
destilada, 5%

= HCI(8ml) pp 24 horas,
decantar, lavar o pp
agua dest. (6x, 500 ml).
Secar o pp 37°C

= Dissolver o pp em
800ml de etanol a 95%

= Coloracao em 30/60
segundos




i Algumas recomendacoes

= Adicionar 1 gota de acido acético glacial:

= Favorece o contraste pela interrupcao do
meio alcalino (azul)

= Evita que a sol volte a alcalina depois de
lavado



Contratempos na coloracao
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Contratempos na coloracao H&E (1)

roblema Causas Solucoes
provaveis
Aparecimento de manchas | - Secagem inadequada - Imergir as laminas em
brancas nas laminas antes da etanol 100% para
apos desparafinacao desparafinacao remover a agua em
- Clarificagao incompleta excesso
- As laminas devem
voltar ao xilol e
permanecer imersas
durante + alguns min.
Formacao de pp azul ou |- Oxidacao da hematoxilina | - Antes de usar a solucao
negro no topo dos com formacgao de de hematoxilina,
cortes camada metalica na remover a camada
superficie da solucao metalica (aspecto
espelhado dourado)




Contratempos na coloracao H&E (2)

demasiado oxidada
Diferenciacao longa

roblema Causas Solucoes
provaveis
NUcleos demasiado Pouco tempo em Voltar a corar
palidos hematoxilina aumentando o tempo
Hematoxilina na hematoxilina

Filtrar ou substituir a
hematoxilina
Diminuir o tempo no
diferenciador

Nucleos demasiado
corados e citoplasma
basdfilo

Demasiado tempo em
hematoxilina

Cortes mto grossos
Diferenciagao curta

Descorar e ajustar a
coloracao e/ou
diferenciacao

Obter novo corte




roblema

Contratempos na coloracao H&E (3)

Causas
provaveis

Solucoes

Coloracao palida com a
eosina

pH acima de 5
Corte mto fino
Demasiada
desidratacao

Ajustar o pH para
valores entre 4,6 e 5
Obter novo corte
Assegurar uma perfeita
desidratacao,
realizando imersoes +
curtas nos alcoois

Citoplasma demasiado
corado

Eosina mto concentrada
Mto tempo na eosina
Desidratacao
insuficiente

Diluir sol. de eosina
Diminuir tempo na
eosina

Assegurar uma perfeita
desidratacao,
realizando imersoes +
curtas nos alcoois




Contratempos na coloragao H&E (4)

Problema Causas Solucoes
provaveis
Coloracgao difusa e em Ma fixacao Voltar ao frag. original

areas irregulares
Nucleos com pouco
detalhe

Contaminacao da
parafina por agua

Diminuir a humidade no
lab.

Basofilia generalizada,
mto acentuada nos
nucleos e nos
contornos tecidulares

Possivel artefacto
causado pelo calor

Obter novo corte e
realizar nova coloracao




Contratempos na coloracao H&E (5)

Problema

Causas
provaveis

Solucoes

Pigmento grosseiro nas
laminas, castanho ou
preto

Secagem do corte antes
da aplicacao da lamela

Remover a lamela e o
meio de montagem e
re-hidratar, voltar a
desidratar, clarificar e
montar

Basofilia generalizada,
mto acentuada nos
nucleos e nos
contornos tecidulares

Possivel artefacto
causado pelo calor

Obter novo corte e
realizar nova coloracao




Contratempos na coloracao H&E (6)

Problema Causas Solucoes
provaveis
Apos hidratacao, as Xilol nao foi Substituir os alcoois e,

laminas e a agua
apresentam aspecto
leitoso

completamente
removido pelos alcoois

posteriormente,
retornar as laminas
para o alcool absoluto e
desidratar os cortes

As laminas apresentam
aspecto leitoso na
ultima passagem por
xilol

Desidratacao
insuficiente

- Substituir as solucoes de

etanol e xilol e,
posteriormente, re-
hidratar os cortes e
imergi-los na nova
solucao de xilol




i RESUMO

= Hematoxilina-Eosina

= Hematoxilina: caracteristicas

= Eosina: caracteristicas

= Contratempos na coloracao H&E




