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Tecido Conjuntivo

e O tecido conjuntivo apresenta diversos tipos de celulas
separadas por abundante material extracelular
sintetizado por elas

e As células constituintes sao: fibroblastos, mastocitos,
histidcitos, condrécitos, ostedcitos, células
mesenquimatosas, entre outras...

e O material extracelular ou substancia fundamental
consiste num gel viscoso de macromoléeculas alongadas
(glicosaminogliacanos, proteoglicanos e glicoproteinas
adesivas) muito hidratadas



Tecido Conjuntivo

O tecido conjuntivo é formado por:

e [ecido conjuntivo propriamente dito
e Tecido cartilagineo

e Tecido 0sseo

e Tecido hematopoiético

e Funcao: providenciar suporte estrutural e
metabdlico a outros tecidos e 6rgaos



Tecido Conjuntivo

e O tecido conjuntivo propriamente dito é
constituido por fibras de:

e Colagenio
e Reticulina
e Elastina
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Fibras de Colageénio -
caracterizacao

Promovem forca, quanto mais colagénio presente
mais forte € o tecido

Aspecto eosinofilo

Composicao: glicina, prolina, hidroxipolina,
hidroxilisina,

Aspecto ao M.O.C. — bandas onduladas com
variaveis graus de densidade

Aspecto ao M.E. — padrao caracteristico de
estriacao composto por microfibrilhas

Luz polarizada - birrefrigéncia



Fibras de Colagenio -
caracterizacao

Existem varios tipos de fibras sendo as de:

e Tipo | e V encontradas no tendao, o0sso, fibrocartilagem,
derme)

e Tipo Il e Xl encontradas na cartilagem hialina, disco
intervertebral

e Tipo lll na pele de recém-nascido, musculo liso, tecido
conjuntivo reticular

Tipo IV nas membranas basais
Tipo VIl na derme

Tipo IX na cartilagem hialina

Tipo Xll nos tenddes e ligamentos



Aplicacao diagnostica

e Exibicao distinta entre fibras de colagénio e
fibras musculares em alteracoes fibréticas ou
processos de fibrose (aumento do colagénio)

e EX.: cirrose hepatica e pielonefrite

e Alteracoes histologicas em doencas
neuromusculares — diagnostico diferencial entre
tumores originarios de fibroblastos ou de
tumores originarios de células musculares



Fibras de colagenio — Tecnicas| 3:::
de eleicao

e Solucdes acidas de anilinas com Acido picrico
Ex.: Van Gieson

e Técnicas tricromicas utilizando Acido fosfomolibdico
e fosfotungstico

Ex.: Tricromio de Masson

e Variantes da Hematoxilina fosfotungstica
Ex.: PTAH

e Meétodos de oxidacao com acido periodico
Ex.: Lillie’s Allochrome



Technica de Van Gieson

e Van Gieson 1889
e [ecnica histoquimica de grande sucesso

e Coloracao especifica e distintiva das fibras
de colagénio

e Utilizada como contraste de outras técnicas,
como p.e.: Von Kossa



Tecnica de Van Gieson —
Protocolo

1. Hematoxilina de Weigert
2. Lavagem em agua corrente e destilada
3. Picrofucsina de Van Gieson




Tecnica de Van Gieson — 3
Principio

A literatura refere 2 mecanismos explicativos:

e pH
e Dimensao das moléculas



Tecnica de Van Gieson — i
Principio do pH

e O pH &cido providenciado pelo Acido picrico
é fundamental para a selectividade das
estruturas a demonstrar — fibras de colagénio

e O Acido picrico funciona igualmente como
corante, corando o musculo, eritrocitos e
citoplasma



Tecnica de Van Gieson — Principio | s2:¢
da dimensao das moleculas

e As moléculas pequenas do Acido picrico ficam retidas
na malha apertada do musculo e dos eritrocitos

e A Fucsina acida nao penetra o componente
citoplasmatico devido a sua densidade

e As moléculas grandes da Fucsina acida entram nos
espacos das fibras de colagénio mascarando Acido
picrico

e O mecanismo da Fucsina acida esta pouco conhecido,

talvez funcoes hidroxilo dos a.a. laterais possam estar
implicadas



Tecnica de Van Gieson — Principio | $2::
da dimensao das moleculas °

e Ambos 0s corantes sao acidos e com
capacidade de ligacao as estruturas basicas do
tecido

e Quando um corte é tratado por 2 corantes
acidos de baixo pH, o mais difusivel fixa-se nas
estruturas acidofilas mais densas (citoplasma),
enquanto que o menos difusivel confere a sua
cor as estruturas menos densas (colagénio)



Tecnica de Van Gieson — i
Principio

e O aumento do pH implica a perda de
sensibilidade da solucao corante (tonalidade
rosa das estruturas)

e Como a solucao de Picrofucsina de Van Gieson
tem baixo pH a coloracao nuclear tem de ser
feita com a Hematoxilina férrica de Weigert

e Nao € necessario diferenciar a coloragcao
nuclear, pois a solucao acida de Van Gieson
realiza este passo



Tecnica de Van Gieson — i
Principio

e Quando a solucido de Van Gieson envelhece
o pH pode subir a um ponto que diminua a
coloracao, neste caso deve-se adicionar HCL
ou Acido acético para aumentar o pH

e A fixacao ideal para o Van Gieson e feita por
Cloreto de mercurio, no entanto outros
fixadores podem ser utilizados



Técnica de Van Gieson —
Resultados

e Nucleos — azul a negro

e Citoplasma e eritrocitos — amarelo

e Fibras de colagénio — vermelho brilhante
e Musculo — amarelo

e Membranas basais - vermelhas




Técnica de Van Gieson —
Resultados




Tricromio de Masson

e Masson 1929

e Designa-se de Tricromio devido ao facto de
utilizar 3 substancias corantes, podendo
estar incluida ou nao o corante nuclear



Tricromio de Masson -
Protocolo

~ W Db

Hematoxilina ferrica de Weigert
Fucsina acida

Acido fosfomolibdico ou fosfotlingstico
Azul de anilina ou Verde luz




Tricromio de Masson - 3
Principio

e Fundamenta-se na permeabilidade entre as
fibras de colagénio e os outros elementos
acidofilos constituintes do tecido

e O colagénio possuir maior permeabilidade
permitindo o efeito difusor do Acido
fosfomolibdico sobre o corante utilizado
anteriormente

e O mecanismo é desconhecido existindo
varias teorias explicativas



Tricromio de Masson — Teoria | s
da substituicao

e As fibras de colagénio retém o Acido
fosfomolibdico que é substituido
posteriormente por outro corante — Azul de
anilina ou Verde luz



Tricromio de Masson — Teoria | :3:¢
do comportamento anfoterico

e Baseia-se no facto dos corantes usados apds o
Acido fosfomoblidico apresentarem um
comportamento anfotérico, ou seja, o
pentavalente Acido fosfomolibdico que se
encontra fixado nas fibras de colagénio, mantém
numerosos radicais livres que se vao combinar
com 0S grupos basicos do corante seguinte, de
natureza anfotérica (Azul de anilina ou Verde
luz)



Tricromio de Masson

Porque nao fica retida a Fucsina acida nas
fibras de colagénio?

e Factores de permeabilidade e difusao: a fucsina
acida nao fica retida nas fibras de colagénio
devido a sua elevada permeabilidade e a
difusao facultada pela adi¢cao do acido. Como o
citoplasma é uma estrutura mais “vedada” a
fucsina acida fica retida nestes



Tricromio de Masson - i
Resultados

e Nucleos — azul a negro

e Citoplasma, eritrocitos, queratina, musculo —
vermelho

e Fibras de colagénio, amildide, mucinas e
alguma reticulina — verde ou azul



Tricromio de Masson - sses.
Resultados T




Tricromio de Masson - sses.
Resultados




Hematoxilina Fosfotungstica

e Pode ser designada de policromatica
e Utiliza como mordente o tungsténio

e Requer pds-fixacdo com Cloreto de mercurio (Liquido de
Zenker), que incrementa a afinidade tinturial entre
reagente e componentes tecidulares

e As solucoes de PTAH sao extremamente estaveis,
especialmente quando protegidas da luz solar

e Quando os resultados deixarem de apresentar a vulgar
variacao de tonalidade de azul significa que s solucao
de PTAH deve ser descartada, por sobreoxidacao



Hematoxilina Fosfotungstica -
Protocolo

1. Pds-fixacao com Liquido de Zenker
2. Permanganato de potassio

3. Acido oxalico (remove o excesso do
Permanganato de potassio)

4. Solucao de PTAH




Hematoxilina Fosfotungstica - | ::::
Mecanismo

e A pos-fixacao com cloreto de mercurio
aumenta a afinidade tinturial, sendo um
factor determinante para o éxito da tecnica

e O Permanganato de potassio funciona como
mordente, cuja resisténcia a accao do Acido
oxalico se fica a dever a factores de
permeabilidade

e A solucao de PTAH proporciona 2
tonalidades distintas (azul e castanho
avermelhado)



Hematoxilina Fosfotungstica - | ::::
Mecanismo

e A solucao apresenta uma proporcao de 20:1 de
acido relativamente a hematoxilina originando uma
solucao de cor azulada

e Supole-se que a coloracao azul de algumas
estruturas se fica a dever a hematoxilina

e As estruturas coradgs de castanho avermelhado
sofrem a accao do Acido fosfotungstico

e Nota: requer desidratacao rapida afim de se evitar o
arrastamento da tonalidade vermelha conferida pelo
Acido fosfotungstico



Hematoxilina Fosfotungstica -
Resultados

e Nucleos — azuis

e Citoplasma — azul

e Colagénio — castanho rosado
e Musculo — azul

e Céelulas gliais — azul purpura
e Fibras elasticas - purpura




Hematoxilina Fosfotungstica -

Resultados




Lillie’s Allochrome

e Utiliza o Acido periddico como oxidante

e Demonstra o colagénio, fibras reticulares e
membranas basais



Lillie’s Allochrome - Protocolo

1. Acido periédico

2. Reagente de Schift

3. Hematoxilina de Weigert

4. Solucdo de Azul de metil em Acido picrico



Lillie’s Allochrome - HE
Mecanismo

e Os complexos nao-glucosamino
polissacarideos que se encontram
conjugados com o colagénio coram pelo PAS

e A solucdo de Azul de metil em Acido picrico
(40 mg: 100ml) apresenta alta selectividade
para o colagénio dada a sua natureza acida



Lillie’s Allochrome -
Resultados

e Nucleos — castanho a negro

e Citoplasma e musculo — cinzento esverdeado
a amarelo esverdeado

e Colagénio — azul
e Membranas basais — vermelho purpura



RESUMO

e Conceitos gerais

e Caracterizacao das fibras de colagenio
e Aplicacao diagndstica

e Tecnica de Van Gieson

e [ricromio de Masson

e Hematoxilina Fosfotungstica

e Lilie’'s Allochrome
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Fibras de reticulina

e Designa-se de reticulina o principal constituinte das
fibras de reticulina ou reticulares

e Muito semelhante ao colagénio, distinguindo-se
pela presenca de glicidos em maior quantidade e
pela presenca de lipidos

e Presentes na membrana basal e nos 6rgaos
fortemente celulares: ganglios linfaticos, figado,
medula 0ssea e vasos

e Sao digeridas por enzimas proteoliticas
e SAa0 argirofilas



Fibras de reticulina

e Estudos ultraestruturais indicam que estas
fioras corresponderao a fibras de colagénio
jovens ou possivelmente a agregacoes de
colagénio

e Nao sao visiveis pela Hematoxilina-Eosina

e Possuem componente carbohidratado
(evidenciacao pelo PAS) responsavel pela
evidenciacao pela prata



Aplicacao diagnostica

O arranjo estrutural da reticulina permite um
diagnostico diferencial dos tumores:

e Carcinomas — as fibras de reticulina organizam-se
em torno de ninhos de células tumorais,
providenciando suporte as estruturas circundantes

e Sarcomas — o0 padrao arquitectural é algo uniforme
em que cada célula é rodeada por reticulina

e Linfosarcomas — as fibras de reticulina rodeiam
individualmente as células

e Cirrose hepatica — as fibras de reticulina
apresentam um padrao descontinuo



Técnicas de eleicao

Métodos de Prata Amoniacal
e Gomori
e Gordon & Sweets

Métodos de Prata Metenamina
o P.A.S.M.




Prata Amoniacal
Principios Gerais da Tecnhica

O Oxidagéo

e Sensibilizacao

e Impregnacao pela solucao de prata
e Reducao

e [Tonificacao ou Aurificacao

e Remocao da Prata ndo reactiva

e Contraste




Principios gerais T
Oxidacao

e As fibras devem ser oxidadas para revelarem a sua
argirofilia

e Consiste na oxidagao dos grupos glicol da hexose na
reticulina em grupos aldeido

e Agentes oxidantes: Acido fosfomolibdico, Permanganato
de potassio (seguido de Acido oxalixo ou Metabissulfito
de potassio para descoloracao e remocao do excesso) e
Acido periédico

e Posteriormente requer uma lavagem prolongada afim de
remover 0 excesso de agente oxidante



Principios gerais
Sensibilizacao

e Consiste num processo de impregnacao (deposicao),
utilizando um sal de um metal, o qual forma um
composto metal-organico com o tecido, sendo
subsequentemente substituido pela prata

e Agentes sensibilizadores: Nitrato de uranilo, Sulfato de
amonio féerrico e diluicoes de solucdes de prata



Principios gerais
Impregnhacao

e Envolve o tratamento com uma solucao de Nitrato de
prata amoniacal

e Solucao de Nitrato de Prata Amoniacal

e A adicao continua gota a gota de Hidroxido de amonio a
solucao de nitrato de prata a 10% (pH 5.0) leva a
formacao de um precipitado de cor castanha escura
(formacao de oxido ou Hidroxido de prata), cuja
dissolugcao ocorrera paulatinamente atingindo-se um pH
9.5, levando a formacao de complexos diamino prata



Principios gerais 433+
Impregnhacao

Apos a dissolucao do precipitado a adicao de uma
pequena quantidade de Hidroxido de amonia permitira
atingirumpH 11 a 12

Nesta fase verifica-se elevada concentracao de
complexos diamina prata e baixa concentragao de i0es
de prata

Envolve o tratamento com uma solucao de nitrato de
prata amoniacal

Deposicao dos complexos diamina prata que sao
reduzidos a prata metalica pelos grupos aldeido
(processo insuficiente nao produzindo reaccao
adequadamente visivel)



Principios gerais
Reducao

e Utiliza uma solucao de formaldeido a 10%, que vai
reduzir os complexos diamina prata residuais a prata
metalica, nas porgcoes de tecido selectivamente
impregnadas

e Simultaneamente o formaldeido, propriamente dito,
sofre um processo de oxidacao

e As porcoes impregnadas pela prata metalica
apresentam uma tonalidade castanha escura



Principios gerais
Tonificacao ou Aurificacao

e Por accao do Cloreto de ouro, a prata metalica
(tonalidade castanha escura) € oxidada em prata ionica
e o0 Cloreto de ouro é reduzido a ouro metalico
(tonalidade purpura negro)

e O Cloreto de ouro é mais estavel que a prata metalica
pelo que os cortes histologicos apresentam melhor
contraste e definicao

e Designa-se por viragem a substituicao da prata metalica
agora existente no tecido por ouro



Principios gerais
Remocao da Prata Nao Reactiva

e Previne a reducao nao-especifica da prata ao longo do
tempo, por exposicao a luz

e Remove o excesso de Cloreto de ouro, eventualmente
presente

e Utiliza-se o Tiossulfato de sddio, Metabissulfito de
potassio ou Hipobissulfito de sodio, cujos idbes um
complexo soluvel com a prata ionica nao-reactivo
presente no tecido



Principios gerais
Contraste

e Kernechtrot (Nuclear Fast Red)
e Vermelho Neutro
e Verde Luz

e Opcional, utilizada de acordo com o gosto do Técnico e
do Patologista



Algumas consideracoes

e Estas reaccoOes necessitam de absoluta
“esterilidade” quimica dos materiais de vidro
a utilizar e de absoluta pureza dos reagentes

e Deve evitar-se o contacto entre os reagentes
atras referidos e 0s equipamentos e
materiais metalicos



Gomori
Protocolo
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Permanganato de potassio a 0,5%
Lavar com agua destilada

Acido oxalico a 5%

Lavagem em agua destilada
Alumen de ferro a 2%

Lavagem em agua corrente
Solucao de Prata Amoniacal
Lavagem rapida em agua destilada
Formaldeido neutro a 10%
Lavagem em agua destilada
Cloreto de ouro a 0,2%
Hipobissulfito de soédio a 5%
Lavagem em agua corrente
Contraste




Gomori
Resultados

e Fibras de reticulina — preto
e Colageénio — cinzento/ purpura escuro

e Fundo — verde (Verde luz) ou rosa
(Kernechtrot)




Gomori
Resultados




Gordon& Sweets
Protocolo
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Permanganato de potassio acidificado
Lavar com agua corrente

Acido oxalico a 1%

Lavagem em agua destilada
Alumen de ferro a 2%

Lavagem em agua destilada
Nitrato de Prata (extemporanea)
Lavagem em agua destilada
Formaldeido neutro a 10%
Lavagem em agua destilada
Cloreto de ouro a 0,2%
Tiossulfato de sédio a 5%
Lavagem em agua destilada
Contraste




Gordon & Sweets
Resultados

e Fibras de reticulina — preto
e Colagénio — cinzento

e Fundo — verde (Verde luz) ou rosa
(Kernechtrot)




Gordon & Sweets 5
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Prata Metenamina
Principios Gerais

e Oxidacao (Acido periddico)

e Impregnacao pela solucao de prata
metenamina

e [Tonificacao ou Aurificacao

e Remocao da Prata nao reactiva

e Contraste




Prata Metenamina

e Os carbohidratos existentes nas fibras
reticulares e membranas basais sao
oxidados por accao do acido periodico
obtendo-se grupos aldeidos

e A prata do complexo prata metenamina é
reduzida, por accao dos grupos aldeido, a
prata metalica visivel



Periodic Acid Silver Methenamine
Protocolo

Permanganato de potassio a 0,5%
Lavar com agua destilada

Acido oxalico a 5%

Lavagem em agua destilada
Alumen de ferro a 2%

Lavagem em agua corrente
Solucao de Prata Metenamina
Lavagem rapida em agua destilada
Formaldeido neutro a 10%
Lavagem em agua destilada
Cloreto de ouro a 0,2%
Hipobissulfito de soédio a 5%
Lavagem em agua corrente
Contraste

© ©® N O O Bk~ 0D~
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P.A.S.M. eese
Resultados

e Fibras de reticulina, membranas basais,
micetos, bacterias — preto

e Colageéenio — cinzento/purpura escuro
e Fundo — verde (Verde luz) ou rosa (Kernechtrot)

e Esta técnica é especialmente recomendada para a
visualizacao da membrana basal em biopsias renais



RESUMO

e Caracterizacao das fibras de reticulina
e Aplicacao diagndstica

e Gordon & Sweets

e Gomori P.A.S.M.
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Fibras de elastina

Apresentam alta refracgao, caracteristica que as
distingue das fibras de colagénio

Sao geralmente mais finas que as fibras de
colagénio

Tem capacidade deformacao e retorno a forma
original

e 530 acidofilas
e Principal componente € a glicoproteina estrutural

elastina, que é resistente a diversas enzimas

Alem de formar fibras, a elastina apresenta-se na
parede de algumas artérias como a aorta sob a
forma de membranas elasticas fenestradas



Fibras de elastina

e Além das fibras elasticas tipicas existem ainda as fibras
elauninicas e as oxitalanicas encontradas com menor
frequéncia

e As fibras elauninicas encontram-se na pele

e As fibras oxitalanicas encontram-se no ligamento
periondontal e nos tendoes

e As principais células produtoras de elastina sao os
fioroblastos e as células musculares dos vasos
sanguineos

e Sintese de pro-elastina que se polimeriza em elastina
e A.a. tipicos da elastina: desmosina e isodesmosina

e Conferem a consisténcia elastica da elastina, 5x mais
extensivel que a borracha



Aplicacao diagnostica

e Demonstracao do processo de atrofia
EX.: casos de enfizema

e AlteracOes estruturais das fibras elasticas, como
perda, quebra, estreitamento, separacao, efc.

e EX.: aterosclerose, aneurisma e outras patologias
vasculares

e Nefroesclerose, enfisema pulmonar, degeneracao
elastica da pele, fibroelastose cardiaca e
mesoaortite sifilitica



Fibras elasticas — Métodos de
evidenciacao

e Verhoeff
e Orceina
e Weigert




Fibras elasticas - Verhoeff

e Verhoeff 1908
e Método rapido para fibras elasticas

e Utiliza uma solugao composta por hematoxilina
combinada com iodo e cloreto ferrico que ira
sobrecorar o tecido

e O cloreto férrico e a iodina funcionam como
mordentes e secundariamente como oxidantes

e Aiodina contribui para a retengao do corante nas
estruturas afins durante o processo de
diferenciacao

e Utiliza um processo de diferenciacao recorrendo a
excesso de mordente



Verhoeff 3

Protocolo

1.
2.
3.

Solucao de Verhoeff
Diferenciacao com Cloreto férrico a 2%

Alcool a 95% ou Tiossulfato de sédio
(remocao do excesso de iodo)

Contraste com Picrofucsina de Van Gieson



Verhoeff 3
Mecanismo

e SupOe-se que a reaccao ocorre por ligacoes
de hidrogénio, dado as propriedades
corantes das fibras elasticas indicarem um
tipo de ligacao nao-electroestatica

e SupOe-se que 0S grupos quimicos, presentes
na elastina, responsaveis pela afinidade
tintorial com a solucao corante serao se
desmosina, a isodesmosina e a n-5-
aminolisina e a n — 5-carboxipentilisina



Verhoeff sece
Mecanismo

e A diferenciacao recorre a utilizagao de
excesso de mordente de modo a quebrar as
ligacoes entre o tecido e a solucao corante

e Dada a afinidade das fibras elasticas com a
solucao corante estas formam complexos
iInsoluvels, resistindo a accao do
diferenciador

e O contraste com Picrofucsina ne Van Gieson

nao podera ser prolongado dado o Acido
picrico actuar como diferenciador



Verhoeff
Resultados

e Nucleos — azul escuro a negro
e Colagénio — vermelho

e Fibras elasticas — negro

e Musculo e eritrocitos - amarelo




erhoeff
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Verhoeff 3
Resultados
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Orceina

e Unna 1891

e E uma técnica usada na evidenciacio de
fioras elasticas preferencialmente no material
de dermatologia (porque o Verhoeff mascara
a melanina)

e Recorre a utilizacao de Orceina e como
coloracao utiliza o corante de Giemsa



Orceina T
Protocolo

1. Solucao de Orceina

>, Diferenciacdo em Alcool cloridrico a 1%
(facultativo)

3. Lavagem em agua corrente

4. Contraste com Picrofucsina de Van Gieson,
Hematoxilina aluminica, Picrocarmim de
indico, Azul de metileno



Orceina 33
Mecanismo

e Supoe-se que a ligacao do corante ao tecido
é da responsabilidade de forcas nao-ionicas
provavelmente forcas de Van der Walls



Orceina 3
Resultados

e Nucleos — roxos ou azuis
e Fibras elasticas — castanho escuro (canela)




Weigert

e Weigert 1898

e Existem varias variacoes da técnica
inicialmente proposta por Weigert
(modificacoes por Hart, French e Sheridan)

e [ecnica muito boa na demonstracao de
fibras elasticas finas



Weigert sess
Mecanismo

e Baseia-se na afinidade das fibras elasticas para o
corante que resulta da accao entre a Resorcina e a
Fucsina basica na presenca de cloreto de ferro

e Nao € um método absolutamente especifico,
existem outras estruturas que podem ser coradas,
tais como: colagénio e a membrana basal

e E imprescindivel diferenciacdo cuidadosa de modo
a obter uma marcacao selectiva das fibras elasticas



Weigert sess

Protocolo

1.
2.
3.

N o o &

Acido periodico 1%
Lavagem em agua destilada

Solucao alcodlica + Fucsina resorcina de
Weligert

_avagem em agua destilada
Diferenciacao com alcool acido a 1%
_avagem em agua corrente e destilada

Contraste com Picrofucsina de Van Gieson,
Eosina, Carmalum Mayer




Weigert
Resultados

e Nucleos — vermelhos
e Fibras elasticas - purpura




RESUMO

e Caracterizacao

e Aplicacao diagndstica
e Verhoeff

e Orceina

o Weigert




