COLORACAO DE
RETICUL
ACCUSTAIN®
(Procedimento N.° HT102)

SIGMA-ALDRICH’

UTILIZAGCAO PREVISTA

A Coloragdo de reticulo da Sigma-Aldrich destina-se a demonstrar as fibras
reticulares. Os reagentes de coloragao de reticulo destinam-se a “utilizacdo em diagnéstico
in vitro.”

A fungéo principal das fibras reticulares é proporcionar apoio. Estas fibras encontram-
se normalmente espalhadas pelo organismo, em especial no figado, ganglio linftico, bago
e rins.' As coloragdes pela prata amoniacal consistem nos métodos utilizados com mais
frequéncia para a demonstracdo das fibras reticulares. No procedimento de Gordon e
Sweets, as seccdes tecidulares sdo oxidadas pelo permanganato de potassio e o acido
oxalico remove o permanganato de potassio em excesso. O sulfato de aménio férrico actua
como sensibilizador. Apés a impregnacéo pela prata, utiliza-se formalina para reduzir a
prata para a sua forma metalica visivel. O cloreto de ouro d& uma tonalidade as secgdes e
quaisquer restos de prata que nao tiverem sido reduzidos sao removidos pelo tiossulfato
de sddio. Caso se pretenda, podera ser utilizado um contracorante.?

REAGENTES

SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO, N.2 de Catélogo HT102-1
Solugéo aquosa a 3% (100 mL)

SOLUCAO DE PERMANGANATO DE POTASSIO, N.2 de Catalogo HT102-2
Solucdo aquosa a 1% (100 mL)

SOLUCAO DE ACIDO OXALICO, N.° de Catalogo HT102-3
Solucéo aquosa a 1% (100 mL)

SOLUCAO DE SULFATO DE AMONIO FERRICO, N.° de Catalogo HT102-4
Solucéo aquosa a 2,5% (500 mL)

SOLUGAO DE NITRATO DE PRATA, N.2 de Catélogo HT102-5
Solugédo aquosa a 10% (50 mL)

SOLUCAO DE CLORETO DE OURO, N.° de Catalogo HT102-6
Solugdo aquosa a 0,2% (100 mL)

SOLUGAO DE TIOSSULFATO DE SODIO, N.2 de Catalogo HT102-7
Solugdo aquosa a 5% (500 mL)

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar o kit de coloragao de reticulo ndo aberto no frigorifico (2-8°C). Apés a
abertura, as solugdes de hidréxido de sédio, permanganato de potassio, &cido oxalico,
sulfato de aménio férrico e tiossulfato de sédio podem ser armazenadas no frigorifico ou a
temperatura ambiente (2-26°C). Armazenar as solu¢des de nitrato de prata e cloreto do
ouro no frigorifico (2-8°C). Os reagentes permanecem estaveis até ao final dos prazos de
validade indicados nos rétulos.

A solucdo de trabalho de nitrato de prata devera ser utilizada uma unica vez e, em
seguida, eliminada.

Os sais amoniacais em estado seco poderao constituir risco de explosdo. Nao permitir
que a solugdo de prata amoniacal seque por completo. Armazenar a solugdo de prata
amoniacal em frascos de plastico — ndo armazenar em recipientes de vidro. Segundo
Wallington, devera proceder-se a inactivagdo da solugdo de prata amoniacal através da
adicao de solugado de cloreto de sddio ou acido cloridrico diluido.®

DETERIORACAO:
A solucao de permanganato de potéassio devera apresentar uma cor purpura. A solucao
pode ser utilizada varias vezes, mas devera ser eliminada se ficar com uma cor castanha.

PREPARAGAO:

Para preparar a SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA AMONIACAL:

1. Pipetar 5 mL de solugdo de nitrato de prata, HT102-5, num frasco de Erlenmeyer.

2. Numa cupula, enquanto se agita ou se roda continuamente o frasco, adicionar
hidréxido de amédnio concentrado gota a gota, até que o precipitado que se formou
fique completamente dissolvido. Nao adicionar uma quantidade excessiva de
hidréxido de aménio.

3. Adicionar 5 mL de solugéo de hidréxido de sddio, N.° de Catalogo HT102-1, ao frasco.
A solucdo ficara preta e verificar-se-a a formagdo de um precipitado. Continuar a rodar
o frasco em torvelinho e adicionar o hidréxido de aménio concentrado, gota a gota, até
que o precipitado se dissolva. Nesta altura, a solugdo nao devera ter um aspecto
completamente transparente.

NOTA: Se nédo permanecer qualquer indicio de turvagéo, adicionar solu¢do de nitrato
de prata, N.2 de Catalogo HT102-5, gota a gota, até que uma gota resulte na turvagao
permanente da solugéo. O objectivo é obter apenas uma ligeira turvagao.

4. Diluir a solugdo resultante em 50 mL de &dgua destilada ou dgua desionizada. Filtrar
para uma jarra de Coplin quimicamente limpa. Utilizar uma vez e, em seguida,
eliminar.

Preparar a solugéo de formalina a 10%, diluindo 5 mL de formaldeido, 37-40%, com
45 mL de &gua destilada ou dgua desionizada. Preparar diariamente uma solugao fresca.

A solugcdo de permanganato de potdssio e a solucdo de &acido oxdlico deverao
ser divididas em duas aliquotas de 50 mL cada. E possivel utilizar cada aliquota 5 vezes
e, em seguida, elimina-la. Nao misturar reagente utilizado com solugao néo utilizada no
frasco original.

Os restantes reagentes fornecidos estao prontos para serem utilizados.
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PRECAUCOES:

Deverao 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 informacdes mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranga.

As laminas de controlo Reticulum TISSUE-TROL s&o laminas de tecido humano
embebidas em parafina que contém reticulo, pelo que devem ser consideradas como
potencialmente infecciosas.

Declara¢des de riscos e seguranga dos EUA

A solugdo de hidréxido de so6dio € CORROSIVA. Provoca queimaduras. Em caso de
contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico.
Despir imediatamente todo o vestuario contaminado. Usar vestuario de protecgao, luvas e
equipamento de protec¢@o para os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de
indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

Solucdo de permanganato de potassio. Nociva para organismos aquaticos, pode
causar efeitos negativos a longo prazo no ambiente aquatico. Atencdo: Evitar o contacto
e inalacao.

A solugéo de &cido oxalico ¢ CORROSIVA. Provoca queimaduras. Nociva em contacto
com a pele e em caso de ingestdo. Pode ser prejudicial para o feto. Em caso de contacto
com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico. Despir
imediatamente todo o vestudrio contaminado. Usar vestudrio de proteccdo, luvas e
equipamento de proteccdo para os olhos/face adequados. Orgéos alvo: Rins e nervos.

A solug@o de sulfato de amdnio férrico é IRRITANTE. Irritante para os olhos e pele.
Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com &gua e
consultar um médico. Usar vestuario de proteccao e luvas adequadas.

Solugdo de nitrato de prata. Nociva para organismos aquaticos, pode causar efeitos
negativos a longo prazo no ambiente aquatico. Atencéo: Evitar o contacto e inalag@o.
Orgaos alvo: Sangue e nervos.

Solugéo de cloreto de ouro. Atengéo: Evitar o contacto e inalagéo.

A solugdo de tiossulfato de sédio é IRRITANTE. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com agua e consultar um médico. Usar vestuario de proteccao e luvas adequadas.

A solucéo de formalina a 10% é NOCIVA. Nociva por inalagdo, em contacto com a pele
e em caso de ingestdo. Nociva: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagdo, em
contacto com a pele e em caso de ingestdo. Pode provocar sensibilizacao por inalagao e
em contacto com a pele. Ndo respirar os vapores. Usar vestudrio de protecgdo e luvas
adequadas. Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico
(mostrar-lhe o rétulo se possivel). Risco cancerigeno potencial. Contém formaldeido.
Facilmente absorvido pela pele. Orgdos alvo: Olhos e rins. Substancia cancerigena
segundo Prop. 65 Calif.

A solugdo de hidréxido de aménio € CORROSIVA e perigosa para o ambiente. Nociva
em caso de ingestao. Provoca queimaduras. Muito toxica para os organismos aquaticos.
Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com &gua e
consultar um médico. Usar vestudrio de protecgao, luvas e equipamento de protecgao para
os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de indisposicao, consultar
imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel). Evitar libertagdo no ambiente.
Consultar instrugdes/fichas de dados de seguranca especiais.

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 igni¢do — 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.

O xilol é INFLAMAVEL e NOCIVO. Possibilidade de risco de comprometimento da
fertilidade. Pode ser prejudicial para o feto. Nocivo por inalacdo e em contacto com a pele.
Irritante para as vias respiratérias e pele. Risco de lesdes oculares graves. Conservar longe
de qualquer fonte de igni¢do — nao fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgéo, 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).

Declaracdes de riscos e seguranca da UE (Atengao: Ainda ndo foram realizados
todos os testes para estas substancias)

A solug&o de hidroxido de sédio € CORROSIVA. Provoca queimaduras. Em caso de
contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico.
Usar luvas e equipamento de proteccdo para os olhos/face adequados. Em caso
de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo
se possivel).

Solugdo de permanganato de potdssio. Nociva para organismos aquaticos, pode
causar efeitos negativos a longo prazo no ambiente aquético. Evitar libertagdo no
ambiente. Consultar instrugdes/fichas de dados de seguranca especiais. Evitar o contacto
com a pele e os olhos. Nao respirar os vapores.

Solugéo de sulfato de aménio férrico. Evitar o contacto com a pele e os olhos. Nao
respirar o spray.

Solugdo de nitrato de prata. Nociva para organismos aquaticos, pode causar efeitos
negativos a longo prazo no ambiente aquatico. Evitar o contacto com a pele e os olhos. Nao
respirar 0s vapores.

Solucao de cloreto de ouro. Evitar o contacto com a pele e os olhos. Nao respirar o spray.

Solugéo de tiossulfato de sédio. Evitar o contacto com a pele e os olhos. Nao respirar
0 spray.

A solucgéo de formalina a 10% é NOCIVA. Nociva por inalagdo, em contacto com a pele
e em caso de ingestdo. Prova limitada de um efeito cancerigeno. Pode provocar
sensibilizagdo em contacto com a pele. Usar vestuario de protec¢ao e luvas adequadas.

A solugdo de hidréxido de amonio é CORROSIVA e perigosa para o ambiente.
Provoca queimaduras. Muito tdxica para os organismos aquaticos. Em caso de contacto
com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar
vestudrio de protec¢ao, luvas e equipamento de protec¢ao para os olhos/face adequados.



Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe
o rétulo se possivel). Evitar libertagdo no ambiente. Consultar instrugdes/fichas de dados
de seguranca especiais.

0 &lcool reagente ¢ ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Altamente inflamavel.
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 protecgcdo adequado.

O xilol é NOCIVO. Inflaméavel. Nocivo por inalagdo e em contacto com a pele. Irritante
para a pele. Evitar o contacto com os olhos.

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 podera garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

Fixar a amostra em formalina tamponada neutra a 10%, processada e embebida em
parafina. Cortar em sec¢des de parafina com 4 a 5 microns. Incorporar os controlos
apropriados.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:

As laminas de controlo positivo, como as Sigma Reticulum TISSUE-TROL, N.? de Catélogo
R 4768, devem ser incluidas em cada execugéo

Realizar uma contracoloragéo (opcional) com solugao de eosina Y ou solugdo de vermelho
permanente nuclear, N.? de Catalogo N 3020, vermelho permanente nuclear a 0,1% em
sulfato de aluminio a 5%

Solugéo de hidréxido de amonio, concentrada

Etanol, absoluto

Solugéo de formalina, 10%

Alcool reagente

Xilol

Pingas de plastico ou revestidas com parafina

Jarras de Coplin, quimicamente limpas

NOTA:

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:

Desparafinar as sec¢des e hidratar em dgua destilada.

Oxidar as secgdes em solucdo de permanganato de potassio durante 5 minutos.
Lavar as laminas em agua da torneira durante 2 minutos.

Branquear em solugdo de &cido oxalico durante 2 minutos ou até as secgdes ficarem
incolores.

5. Lavar as laminas em agua da torneira durante 2 minutos.

6. Sensibilizar as sec¢des em sulfato de aménio férrico durante 15 minutos.

7
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. Lavar as laminas em diversos banhos de agua destilada.
. Impregnar as seccbes com solugéo de nitrato de prata amoniacal durante 2 minutos.
9. Lavar bem as laminas em agua destilada.

10. Desoxidar as secgdes durante 2 minutos em solugéo de formalina 10%.

11. Lavar as laminas em dgua da torneira durante 3 minutos.

12. Proceder & viragem das secgbes em solugéo de cloreto de ouro durante 10 minutos.

13. Lavar as laminas em dgua destilada.

14. Colocar as laminas em solugdo de tiossulfato de sédio durante 1 minuto.

15. Lavar as laminas em agua da torneira durante 2 minutos.

16. Realizar um contracoloracéo, opcional, com solu¢do de vermelho permanente durante
3-5 minutos ou uma solugao de eosina Y durante 1-2 minutos. Normalmente, todas
as secgdes, a excepcgao das provenientes do figado, sdo contracoradas. Lavar bem
em agua.

17. Desidratar em dois banhos, cada um com etanol a 95% e etanol absoluto.

18. Limpar em xilol e montar com resina sintética.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Reticulo -
Fundo -

Preto
Vermelho palido a cor-de-rosa (caso seja realizada uma
contracoloragdo com vermelho permanente nuclear)

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagoes.

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 EUA +1 314 771 5765
Assisténcia Técnica: chamada paga no destino +1 314 771 3122
ou endereco de correio electrénico: clintech @sial.com
Para encomendar: chamada paga no destino +1 314 771 5750
www.sigma-aldrich.com
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informagdes contidas nesta e em outras publicagbes da Sigma-Aldrich. O comprador
deverd determinar a adequagdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderéao aplicar-se termos e condi¢des adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informagdes sobre os termos e condi¢des de venda adicionais.
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