CORANTES DE
HEMATOXILINA

ACCUSTAIN®
SIGMA'AI—DHICH® (Procedimento N.° GHS)

UTILIZAGCAO PREVISTA

As solucdes de Hematoxilina de Gill sdo corantes nucleares destinados a serem
utilizados em Histologia e Citologia. As solugdes de hematoxilina de Gill N 1, 2 e 3 foram
concebidas para “utilizagdo em diagnéstico in vitro”.

A hematoxilina, um corante nuclear comum, é isolada a partir de um extracto de
campeche (Haematoxylon campechianum).” A primeira aplicagao biolégica bem sucedida
da hematoxilina foi descrita por Bohmer' em 1865. Desde entao, apareceram diversas
formulagdes. Entre estas as de Harris, Gill, Mayer e Weigert foram as mais populares.
Antes de a hematoxilina poder ser utilizada como corante nuclear, precisa de ser oxidada
em hemateina e combinada com um ido metdlico (mordente). A maioria dos mordentes
bem sucedidos s&o sais de aluminio ou ferro.

Geralmente, as hematoxilinas s&o classificadas como progressivas ou regressivas
com base na concentragdo de corante. Os corantes progressivos (por exemplo, a
hematoxilina de Mayer) tém uma concentragdo mais baixa de corante e coram
selectivamente as cromatinas nucleares. A intensidade pretendida é uma fungao do tempo.
Os corantes regressivos (por exemplo, a hematoxilina de Harris) coram intensamente todas
as estruturas nucleares e citoplasmicas. Para se chegar a uma resposta cromitica correcta,
o excesso de corante tem que ser retirado por tratamento com 4cido diluido
(diferenciacéao).

A formulagdo Gill N.2 1 é utilizada como corante citolégico progressivo, as formulagdes
Gill N2 2 e N.2 3 podem ser utilizadas como corantes progressivos ou regressivos,
dependendo do espago de tempo de coloragéo. Estas solugdes de hematoxilina séo
fabricadas como sendo uma hematoxilina semi-oxidada. E utilizado mordente de aluminio e
sao estabilizadas com glicéis. O complexo de aluminio-hemateina carregado positivamente
é combinado com grupos fosfatos carregados negativamente de ADN nuclear formando a
caracteristica cor azul-purpura das coloragdes com hematoxilina.

REAGENTES

SOLUGAO DE HEMATOXILINA, N.2 1 DE GILL, N.° de Catalogo GHS-1
Hematoxilina certificada, 2 g/L, iodato de sédio, 0,2 g/L, sulfato de aluminio, 17,6 g/L
e estabilizadores.

SOLUGAO DE HEMATOXILINA, N.2 2 DE GILL, N.° de Catélogo GHS-2
Hematoxilina certificada, 4 g/L, iodato de sédio, 0.4 g/L, sulfato de aluminio, 35.2 g/L
e estabilizadores.

SOLUGAO DE HEMATOXILINA, N.2 3 DE GILL, N.° de Catélogo GHS-3
Hematoxilina certificada, 6 g/L, iodato de sédio, 0,6 g/L, sulfato de aluminio, 52,8 g/L
e estabilizadores.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:
Armazenar os reagentes a temperatura ambiente (18-26 °C) ao abrigo da luz. Os
reagentes permanecem estaveis até ao final do prazo de validade indicado no rétulo.

DETERIORACAO:
Eliminar se as solugbes ficarem castanhas (oxidag@o excessiva pelo ar) ou purpura
(perda de acidez).

PREPARACAO:

As solugbes de hematoxilina de Gill Nos 1, 2 e 3 sao fornecidas prontas a utilizar.

E preparado um substituto de “dgua canalizada de Scott” diluindo-se 1 volume de
concentrado de substituto de “dgua canalizada de Scott” com 9 volumes de
agua desionizada.

PRECAUCOES:

Deveréo ser aplicadas as precaugdes normais relativamente ao manuseamento de
reagentes laboratoriais. Eliminar os residuos de acordo com todos os regulamentos locais,
estaduais, regionais ou nacionais. Consultar a ficha de dados de seguranca dos materiais
para obter informag6es mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranga.

Declaragdes de riscos e seguranca dos EUA

As solugdes de hematoxilina de Gill saio NOCIVAS. Nocivo em caso de ingestao.
Irritante para os olhos, vias respiratdrias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar
imediata e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgéo
adequado. Orgéos alvo: Figado e rins.

O dlcool reagente é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Manter o recipiente adequadamente fechado. Conservar longe de
qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com &agua e consultar um médico. Usar vestuario de proteccéo
adequado. Orgaos alvo: Nervos e figado.

Substituto de “4gua canalizada de Scott”. Atengao: Ainda n&o foram realizados todos
os testes para esta substancia. i

A Solugéo de Diferenciagdo ACCUMATE™ é CORROSIVA e INFLAMAVEL. Provoca
queimaduras. Usar vestuario de proteccao adequado. Conservar longe de qualquer fonte
de ignicdo — n&o fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com agua e consultar um médico. Orgaos alvo: Olhos e rins.

As solugdes de Eosina Alcodlica, o Corante OG 6 para Papanicolaou, as solugdes de
Corante para Papanicolaou (EA, EA50 e EA65 modificadas) sdo INFLAMAVEIS e
NOCIVAS. Muito inflamavel. Nocivo por inalagdo, em contacto com a pele e em caso de
ingestao. Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagdo, em contacto com a
pele e em caso de ingestdo. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar.
Usar vestuario de proteccéo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de indisposicéao,
consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

Solucéo de eosina aquosa. Atengéo: Ainda nao foram realizados todos os testes para
esta substancia.

A solugao EA modificada por Gill é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Nocivo por inalagao,
em contacto com a pele e em caso de ingestdo. Téxico: possibilidade de efeitos
irreversiveis bastante graves por inalagéo, em contacto com a pele e em caso de ingestao.
Irritante para os olhos, vias respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de
ignicao — nao fumar. Evitar o contacto com a pele. Em caso de acidente ou de indisposicao,
consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel). Orgaos alvo: Nervos
e olhos.

O xilol é INFLAMAVEL e NOCIVO. Possibilidade de risco de comprometimento da
fertilidade. Pode ser prejudicial para o feto. Nocivo por inalagdo e em contacto com a pele.
Irritante para as vias respiratdrias e pele. Risco de lesdes oculares graves. Conservar longe
de qualquer fonte de ignicao — nao fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestudrio de protecgao, luvas e
equipamento de protecgdo para os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de
indisposicao, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

O substituto de xilol & INFLAMAVEL e IRRITANTE. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de igni¢cdo — nao fumar. Em caso
de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um
médico. Usar vestuario de protecgao, luvas e equipamento de protecgéo para os olhos/face
adequados. Orgéos alvo: Nervos e rins.

Declaracdes de riscos e seguranca da UE

As solugdes de hematoxilina de Gill sdo NOCIVAS. Nocivo em caso de ingest&o. Irritante
para os olhos. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com
4gua e consultar um médico. Usar vestuario de protec¢ao adequado.

O é&lcool reagente é ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Muito inflamavel.
Irritante para os olhos, vias respiratérias e pele. Manter o recipiente adequadamente
fechado. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar. Em caso de contacto
com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar
vestudrio de protec¢do adequado.

Substituto de “dgua canalizada de Scott”. Atengé@o: Ainda ndo foram realizados todos
os testes para esta substancia.

A Solugdo de Diferenciagdo ACCUMATE™ ¢ TOXICA. Inflamével. Provoca
queimaduras. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar. Em caso de
contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico.
Usar vestudrio de proteccao adequado. Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar
imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

As solucdes de Eosina Alcodlica, o Corante OG 6 para Papanicolaou, as solugdes de
Corante para Papanicolaou (EA, EA50 e EA65 modificadas) sdo ALTAMENTE
INFLAMAVEIS e NOCIVOS. Muito inflamavel. Nocivo por inalagdo, em contacto com a pele
e em caso de ingestdo. Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagédo, em
contacto com a pele e em caso de ingestao. Conservar longe de qualquer fonte de ignicéo
— nao fumar. Usar vestuario de protecc@o e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de
indisposi¢éo, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

Solugdo de eosina aquosa. Aten¢ao: Ainda nao foram realizados todos os testes para
esta substancia.

A solugdo EA modificada por Gill ¢ ALTAMENTE INFLAMAVEL e TOXICA. Muito
inflamavel. Nocivo por inalagdo, em contacto com a pele e em caso de ingestao. Toxico:
possibilidade de efeitos irreversiveis bastante graves por inalagao, em contacto com a pele
e em caso de ingestao. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar. Em caso
de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com dgua e consultar um
médico. Em caso de acidente ou de indisposicdo, consultar imediatamente um médico
(mostrar-lhe o rétulo se possivel).

O xilol € NOCIVAS. Inflamavel. Nocivo por inalagao e em contacto com a pele. Irritante
para a pele.

O substituto de xilol é ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Muito inflamavel.
Irritante para os olhos, vias respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de
ignicdo — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com &gua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgao, luvas e equipamento de
proteccdo para os olhos/face adequados.

PROCEDIMENTO

COLHEITA DE AMOSTRAS:

Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo com o
documento M29-A2 da NCCLS. Nenhum método de teste conhecido poderd garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razao, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverao ser
considerados potencialmente infecciosos.

Os textos histolégicos normais fornecem os pormenores necessarios.*®

MATERIAIS ESPECIAIS NECE_SSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:

SOLUCAO DE DIFERENCIACAO ACCUMATE™, N de Catéalogo A 3179, A 3304 e
A 3429

CONTRACORANTE

(a escolha depende da amostra e da preferéncia individual):
SOLUCAO DE EOSINAY, ALCOOLICA, N.2 de Catalogo HT110-1
SOLUCAO DE EOSINAY, AQUOSA, N.? de Catalogo HT110-2
SOLUCAO DE EOSINAY, ALCOOLICA COM FLOXINA,
N.2 de Catélogo HT110-3
CORANTE OG 6 PARA PAPANICOLAOU, N.° de Catalogo HT40-1
CORANTE PARA PAPANICOLAOU, EA modificada, N.2 de Catalogo HT40-2
CORANTE EA 50 PARA PAPANICOLAOU, N.° de Catalogo HT40-3
CORANTE EA 65 PARA PAPANICOLAOU, N.2 de Catalogo HT40-4

. SOLUCAO EA MODIFICADA POR GILL, N.° de Catalogo 391-5

ALCOOL REAGENTE, N.° de Catdlogo R 8382

ou



ETANOL, 100%

NOTA: Também é necessaria uma diluigéo (95%) de dlcool reagente ou etanol.

CONCENTRADO DE SUBSTITUTO DE “AGUA CANALIZADA DE SCOTT”, N.2 de
Catélogo S 5134

XILOL, N.? de Catélogo 24,764-2

SUBSTITUTO DE XILOL, N.° de Catélogo A 5597

NOTAS:

1. O tempo indicado no folheto informativo é aproximado. As preferéncias pessoais
variam e o tempo pode ser ajustado de forma a adequar-se as preferéncias pessoais.
As solugdes corantes mais utilizadas perderdo a sua capacidade de coloracdo e os
tempos de coloragdo deverdo ser prolongados, caso contrario, devem utilizar-se
novas solugdes.*

2. Em determinados lugares, a agua canalizada é acidica e inadequada para ser
utilizada no passo de “blueing” deste procedimento. Se a dgua da torneira for acidica,
utilizar uma solug&o alcalina diluida.

3. Os nucleos de cor purpura ou vermelho-castanhos sdo indicadores de “blueing”
inadequado.

4. Se a coloragdo com eosina for excessiva, o corante nuclear pode estar dissimulado.
A coloragdo adequada por eosina ird demonstrar um efeito de 3 tons. Para aumentar
a diferenciacdo de eosina, aumentar o tempo nos alcoois ou utilizar um primeiro
dlcool com um teor de dgua mais elevado. O tempo passado no &lcool pode ser
ajustado para se obter um grau adequado de coloragdo por eosina.

Devem incluir-se laminas de controlo positivo em cada execugao.

Os dados obtidos com este procedimento servem apenas para auxiliar o diagnéstico
e deverdo ser analisados em conjunto com outros testes de diagndstico ou
informagdes clinicas.

PROCEDIMENTO 1:

(Coloracéo de preparagoes de citologia esfoliante utilizando solugdo de hematoxilina, N.2 1

de Gill ou N.2 2 de Gill)
1. Fixar os esfregacos citolégicos em etanol a 95% ..
2. Lavar suavemente em agua corrente da torneira....
3. Colorag@o em solugdo de hematoxilina,

2

15 minutos
30 segundos

N.2 1 de Gill U N.22 de Gill....coeeeerreeeee e 1,5 a 3 minutos
4. Lavar em dgua da torneira.
5. Substituto de “a4gua canalizada de Scott’.............cccccovvviiciininenns 15 a 60 segundos
6. Lavar em agua da torneira.
7. Alcool 1EAGENEE, 95% ....vviiiiiiiiiiciiet s 10 imersoes
8. Contracoloragao em corante OG 6 para Papanicolaou,

N.¢ de Catalogo HT40-1
9. Alcool reagente, 95%
10. Corante EA 50 para Papanicolaou, N.2 de Catalogo HT40-3, Ou

Corante EA 65 para Papanicolaou, N.° de Catalogo HT40-4, Ou

Corante EA modificado para Papanicolaou, N.2 de Catélogo HT40-2, Ou

EA modificada por Gill, N.2 de Catdlogo 391-5........cccevveirirrnnns 2,5 a 3 minutos
11, Alcool reagente, 95%, dois banhos...........coovviiiniiniiiiiniinnnns 10 imersdes cada
12.  Alcool reagente, 100%, dois banhos.... 1 minuto cada
13. Xilol, dois banhos ...2 minutos cada
14.  Colocar solugdo de proteccdo e examinar microscopicamente.

PROCEDIMENTO 2:

(Coloragéo Histolégica e/ou Citoldgica utilizando solugao de hematoxilina, N.° 2 de Gill ou
N.2 3 de Gill)

Desparafinar em agua ou fixar e desidratar as secgdes congeladas.

Coloragao em solugdo de hematoxilina, N.2 2 de Gill ou N.° 3 de Gill1,5 a 3 minutos
Lavagem com agua da torneira.

Solucéo de Diferenciagdo ACCUMATE™ .........cccooeimvneiiccrnnnns 20 a 60 segundos
Lavagem com agua da torneira.

Azul em substituto de “dgua canalizada de Scott”
Lavagem com agua da torneira.
Contracoloragao:

Para Histologia

Solucéo de eosina Y, alcodlica, N. de Catélogo HT110-1, Ou

Solugédo de eosina Y acidificada, aquosa, N.? de Catélogo HT110-2, Ou

Solucéo de eosina Y, alcodlica com floxina,

N.2 de Catdlogo HTT110-3 ... 30 a 60 segundos
Para Citologia

Corante OG 6 para Papanicolaou, N.° de Catdlogo HT40-3, E

Corante EA 50 para Papanicolaou, N.? de Catalogo HT40-3, Ou

Corante EA 65 para Papanicolaou, N.? de Catalogo HT40-4, Ou

Corante para Papanicolaou, EA modificada, N.? de Catalogo HT40-2, Ou
Solucdo EA modificada por Gill, N.2 de Catalogo 391-5.................... 1 a 3 minutos
9. Desidratar, limpar e montar.

...1.5 minutos
..10 imersoes

5 a 60 segundos
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SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA +1 314 771 5765
Assisténcia Técnica: +1 314 771 3122
ou endereco de correio electronico: clintech @sial.com
Para encomendar: +1 314 771 5750
www.sigma-aldrich.com

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

RESULTADOS ESPERADOS:

A cromatina aparece azul a azul-preto e os nucléolos devem ser conspicuos. A
coloragao citoplasmica com solugdes de hematoxilina N.2 1 e N.2 2 de Gill devem aparecer
palidas ou ausentes. Por conseguinte, a diferenciagdo acida pode nao ser necessaria. A
solugé@o de hematoxilina N. 3 de Gill deve ser considerada um corante regressivo.

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagdes.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informacgdes contidas nesta e em outras publicagdes da Sigma-Aldrich. O comprador
devera determinar a adequagdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderéo aplicar-se termos e condi¢des adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informagdes sobre os termos e condi¢bes de venda adicionais.
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