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Lipidos

= Os lipidos podem ser definidos como
substancias que podem ser extraidas dos
tecidos através de solventes organicos como
o xilol e a etanol e sao insoluveis em agua

= S30 constituintes normais dos tecidos e
encontram-se armazenados no tecido
adiposo como fonte de energia

= Encontram-se usualmente combinados com
carbohidratos em glicolipidos ou com
proteinas em lipoproteinas




‘ Classificacao dos lipidos




Caracteristicas dos lipidos

= As propriedades da superficie dos lipidos €
muito importante para a sua demonstracao

= Lipidos hidrofilicos — lipidos que possuem
afinidade para absorcao de agua, sao
misciveis na agua

= Lipidos hidrofobicos — lipidos que repelem
a agua e assumem uma forma globular ou
em micelo em ambiente aquoso




Caracteristicas dos lipidos

= Existem lipidos que sao liquidos a TA
= Alguns lipidos hidrofobicos, em particular, acidos
gordos, sao cristalinos a TA

= Os trigliceridos e os acidos sao lipidos
monorrefrigentes

= Os fosfolipidos, cerebrosideos, esfingomielina,
colesterol livre e esterificado sao birrefringentes

= Nota: Refringéncia é a dificuldade oferecida por um meio material
a passagem da luz em seu interior Quanto mais refringente for o
meio, maior dificuldade a Iluz tera para atravessa-lo, e
consequentemente menor sera sua velocidade




Técnicas de evidenciacao de lipidos

Método

Lipidos

Bromine-Sudan black

Todos os lipidos

Sudan black, oil red O

A maioria dos lipidos

Sulfato azul do Nilo

Lipidos acidos e neutros

Acido Copper Rubeanico

Acidos gordos livres

Acido perclérico - naftoquinona

Colesterol e éstres livres

Ultravioleta Schiff

Lipidos insaturados

Tetroxido de 6smio

Lipidos insaturados

Lipase calcio

triglicéridos

Hemateina acida

Maioria dos lipidos acidos

Hidroxido de s6dio — hemateina acida

esfingomielina

Reaccao plasmal

Fosfolipidos plasmalogénios

PAS modificado

cerebrosideos

Copper orcinol

Gangliosideos




‘ Aplicacao diagnostica

= Desordens do armazenamento lipidico
= Ateroma da aorta

= Peneumonia lipidica (provocada por aspiracao de
material lipidico da cavidade oral)

= Determinados tumores com constituicao lipidica
= Xantoma da pele

= Tecoma do ovario

= Adenocarcinoma renal maligno

= Adenocarcinoma adrenal e cortical

= Liposarcoma




'FIXACAO DOS LIPIDOS

= De forma a prevenir a
dissolucao dos lipidos
durante o processamento
histologico € necessarios que
0s tecidos que possuem
estes na sua constituicao
estejam congelados —
fixacao por congelacao em
azoto liquido

= Os cortes obtém-se por
criotomia




Corantes soluvels em oleo
Generalidades

= Sao substancias mais soluveis em lipidos dos que
nos seus solventes (isopropanol, propileno glicol,
alcool a 70%, acetona)

= A maioria ndo é considerada um verdadeiro corante,
uma vez que nao possuem grupo auxocromo, mas
possuem cromogeénio

= A excepcao é o Sudan black que possui grupo
amino como auxdécromo

= EX. de corantes soluveis em 6leo: Sudan brown,
blue ou green; Oli red O, blue NA e brown D




Corantes soluvels em oleo
Contraste

= O contraste destas técnicas apresenta problemas
porgue a maioria dos corantes difundem-se em
meios aquosos

= No caso dos Sudan blue e black apresentam
grandes problemas porque o contraste
recomendado (carmalum) requer longos periodos
de coloracao e, mesmo assim, cora 0s nucleos de
forma fraca

= Uma alternativa possivel passa pela utilizagcao da
técnica de Feulgen que cora DNA antes de corar
com Sudan black




'SUDAN BLACK

= Lillie (1954) introduziu uma etapa de “brominacao”
de forma a diminuir a solubilidade dos lipidos
insaturados em solventes organicos

= “Brominacao’- imersao em solucao aguosa de
Brometo

= Bayliss & High (1990) verificaram que apos
brominacao apenas os fosfolipidos eram
selectivamente corados

= Estas modificagcdes providenciaram um método
facil e sensivel para evidenciar todas as classes de
lipidos




SUDAN BLACK

Protocolo

Imersao em solucao aquosa de brometo
Lavagem em agua

Tratamento com Metabissulfito de sodio
Lavagem em agua destilada

Alcool a 70%

Solucao saturada de Sudan black em alcool
a /0%

Remocao do excesso por alcool a 70%
8. Contraste (Carmalum)
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SUDAN BILLACK
Resultados

= Lipidos insaturados, ésteres de colesterol,
triglicéridos, alguns fosfolipidos, lecitina,
acidos gordos livres e colesterol — azul a
preto

= Nucleos — rosa palido




SUDAN BILACK
Resultados




OILRED O

= French, 1926, Lillie & Ashburn, 1943

= Modificacao por Pearse para evidenciagcao
de lipidos neutros

= A cor vermelha conferida por esta técnica,
torna-a como uma das mais populares na
evidenciacao de lipidos




OIL RED O
Principio
E um método fisico de coloracéo, devendo

obedecer aos seguintes pressupostos:

= O corante deve ser mais sollivel no tecido
lipidico do que no solvente onde esta
dissolvido

= Nao deve ser soluvel em agua
= Deve corar fortemente




OIL RED O
Protocolo

1. Solucao de Oil red O
> Lavagem em agua corrente

3. Hematoxilina de Harris ou Mayer (com
Acido aceético)




OIL RED O
Resultados

= Lipidos hidrofilicos insaturados,
cerebrosideos, triglicéridos, ésteres de
colesterol- vermelho

= Fosfolipidos - rosa
= Nucleos — azuis




OIL RED O
Resultados




TETROXIDO DE OSMIO

= A utilizacao do Tetréxido de 6smio para
demonstracao de lipidos € provavelmente uma
das técnicas mais antigas

= Quimicamente o Tetroxido de 6smio combina-se
com os lipidos, tornando-os pretos

= Os lipidos que se encontram combinados com o
Teroxido de 6smio sao insoluveis em alcool e
xilol, podendo o tecido ser processado e
incluido em parafina — técnica do Tetroxido de
dsmio em cortes de parafina




TETROXIDO DE OSMIO

= O Tetroxido de 6smio torna os acidos gordos
insaturados e o0s seus ésteres, como o Acido
oléico de cor preta

= Para a demonstracao de lipidos saturados o
tecido deve ser tratado com etanol

= Nora: Relembrar a toxicidade do Tetroxido de
osmio




TETROXIDO DE OSMIO

Protocolo

1. Solucao de Tetroxido de 6smio a 1%
2. Colocar num recipiente protegido da luz
3. Acido periédico

No caso da Técnica do Tetroxido de 6smio
em cortes de parafina




TETROXIDO DE OSMIO
Resultados

» Lipidos insaturados— preto
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