Solucao
de hematoxilina de MAYER
SIGMA'AI—DHICH® (Procedimento N.° MHS)

UTILIZAGCAO PREVISTA

A Solugdo de Hematoxilina de Mayer é normalmente utilizada apds a coloragao
imuno-histoquimica ou citoquimica como contracorante nuclear. Pode igualmente ser
utilizada para coloragao normal de hematoxilina e eosina (H&E) mas, normalmente, é mais
utilizada onde a diferenciagao por dlcool &cido, ou a exposi¢cdo ao alcool, pode destruir os
componentes citoplasmicos corados.® A Solugdo de Hematoxilina de Mayer é formulada
sem dlcool e, como tal, ndo ird dissolver o AEC (3-amino-9-etilcarbazole), a fosfatase
alcalina/cromogénio vermelho permanente ou outros produtos soluveis de coloragdo. As
solugdes de Hematoxilina de Mayer destinam-se a “utilizacdo em diagnéstico in vitro”.

A hematoxilina, um corante nuclear comum, é isolada a partir de um extracto de
campeche (Haematoxylin campechianum).” A primeira aplicagao biolégica bem sucedida da
hematoxilina foi descrita por Bohmer' em 1865. Mayer introduziu a sua formulagdo em
1903.2 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 metalico
(mordente). A maioria dos mordentes bem sucedidos s&o sais de aluminio ou ferro.

Geralmente, as solugdes de hematoxilina s@o classificadas como progressivas ou
regressivas com base na concentragao de corante. Os corantes progressivos (por exemplo,
a hematoxilina de Mayer) tem uma concentragdo mais baixa de corante e coram
selectivamente as cromatinas nucleares sem corarem as estruturas citoplasmicas. A
intensidade pretendida é uma fungdo do tempo. Se os tempos de coloragdo forem
excessivos, uma soluc@o de corante progressivo pode agir de forma semelhante a uma
solucdo de corante regressivo. A coloracdo com corantes progressivos exige,
normalmente, mais tempo do que a coloragdo com corantes regressivos. Os corantes
regressivos (por exemplo, a hematoxilina de Harris) coram intensamente todos os
componentes tecidulares que tenham capacidade de coloragdo (nucleares e
citopldsmicas). Para se chegar a uma resposta de coloragdo correcta, o excesso de
corante tem que ser retirado da seccédo de tecido. Apds uma diferenciacao suficiente, uma
secgdo descorada de forma adequada ird demonstrar a coloragao nuclear, mas ndo ira
corar as estruturas citoplasmicas.

O passo final na coloragdo com hematoxilina é o “blueing” da secgdo tecidular.
Inicialmente, as secgbes tecidulares apresentam uma cor purpura ou purpura
avermelhado. Apds a exposicdo as solugdes alcalinas (dgua morna da torneira [se for
ligeiramente alcalina], &gua diluida com aménia, substituto de “dgua canalizada de Scott”
ou carbonato de litio), a sec¢ao tecidular recebe a cor azul caracteristica de uma lamina
corada com hematoxilina.

REAGENTE

SOLUGAO DE HEMATOXILINA DE HARRIS, N.¢ de Catalogo MHS
Hematoxilina certificada (1,0 g/L), iodato de sddio (0,2 g/L), sulfato de aménio de aluminio
12 Hy0 (50 g/L), hidrate de cloral (50 g/L) e &cido citrico (1 g/L).

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar o reagente a temperatura ambiente (18-26°C) ao abrigo da luz. O
reagente permanece estavel até ao final do prazo de validade indicado no rétulo. Nao voltar
a colocar a solugao utilizada no frasco de armazenamento.

DETERIORACAO:
Eliminar se a os tempos de coloragao se tornarem excessivos ou se a solugéo ficar
castanha.

PREPARACAO:
Filtrar a solugcdo de hematoxilina de Mayer antes de cada utilizacdo. A solugéo fica,
entdo, pronta a utilizar.

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 informac6es mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranca.

Declaracdes de riscos e seguranca dos EUA

A solugéo de hematoxilina de Mayer ¢ TOXICA. Téxica em caso de ingestao. Irritante
para os olhos, vias respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com &gua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgdo e luvas
adequadas. Em caso de acidente ou de indisposicao, consultar imediatamente um médico
(mostrar-lhe o rétulo se possivel). Orgéos alvo: Nervos e figado.

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 — nao fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com &gua e consultar um médico. Usar vestudrio de proteccdo adequado.

Substituto de “dgua canalizada de Scott”. Atengéo: Ainda ndo foram realizados todos
os testes para esta substancia. )

As solugdes de eosina alcodlica sdo INFLAMAVEIS E NOCIVAS. Nocivo por inalagao,
em contacto com a pele e em caso de ingestdo. Nocivo: possibilidade de efeitos
irreversiveis por inalagao, em contacto com a pele e em caso de ingestao. Irritante para os
olhos, vias respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar.
Usar vestuario de proteccdo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de indisposicéo,
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.

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 ignicdo — 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 proteccao para os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de
indisposicdo, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

Declaragdes de riscos e seguranca da UE

A solucao de hematoxilina de Mayer € NOCIVA. Nocivo em caso de ingestao.

O alcool reagente 6 ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Muito inflaméavel.
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
vestudrio de protec¢do adequado.

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

As solugdes de eosina alcodlica sdo ALTAMENTE INFLAMAVEIS E NOCIVAS. Muito
inflamavel. Nocivo por inalagéo, em contacto com a pele e em caso de ingestéo. 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
proteccdo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de indisposicao, 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.

O xilol € NOCIVO. Inflamavel. Nocivo por inalagédo 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 poderd garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverao ser
considerados potencialmente infecciosos.

Os textos histolégicos normais fornecem os pormenores necessarios referentes a
colheita e ao armazenamento das amostras.**

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:

Contracoloragdes da solugao de eosina Y:
Alcodlica, N.° de Catalogo HT110-1, Aquosa, N.® de Catdlogo HT110-2 ou Alcodlica
com Floxina, N.2 de Catalogo HT110-3

Alcool reagente OU etanol, 100%

Concentrado de substituto de “a4gua canalizada de Scott”, N. de Catélogo S 5134

Xilol ou substituto de xilol

Microscépio, laminas para microscépio, solugdes de proteccao e placas de coloragao

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 coloracédo e os
tempos de coloracdo deverdo ser prolongados, caso contrario, devem utilizar-se
novas solugdes.®

2. Podem ser utilizadas solugdes alcalinas diluidas em vez de agua morna corrente da
torneira. Isto ird diminuir o tempo necessario para o procedimento de coloragéo.
Caso se utilize uma solugéo alcalina diluida, certificar-se de que lava as laminas
durante mais 2 a 3 minutos em agua corrente da torneira antes de passar a
coloragao com eosina.

3. Em determinados lugares, a &gua canalizada é acidica e inadequada para ser
utilizada no passo de “blueing” deste procedimento. Se a 4gua da torneira for acidica,
utilizar uma solu¢éo alcalina diluida.

4. Os nucleos de cor purpura ou vermelho-castanhos sao indicadores de “blueing”
inadequado.

5. Se a coloragdo com eosina for excessiva, o corante nuclear pode estar dissimulado.
A colorag@o adequada por eosina ird demonstrar um efeito de 3 tons. Para aumentar
a diferenciacdo de eosina, aumentar o tempo nos &lcoois ou utilizar um primeiro
alcool 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.

6. Filtrar diariamente a solugéo corante de trabalho. Rodar diariamente os dlcoois e o
xilol/substituto de xilol.

7. Nao é recomendado adicionar um novo stock as solugdes de trabalho esgotadas de

hematoxilina de Mayer ou eosina.

Evitar o co-transporte excessivo de agua para dentro da hematoxilina de Mayer.
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
informacdes clinicas.

PROCEDIMENTO 1:
COLORAGAO COM HEMATOXILINA E EOSINA
1. Preparar uma solucdo de alcool a 95% adicionado 5 mL de dgua desionizada a
95 mL de alcool reagente, N.° R 8382, ou de etanol (100%).
2. Desparafinar em dgua ou fixar e hidratar as sec¢des congeladas.
3. Corar na Solug&o de Hematoxilina de Mayer
4. Lavar em morna agua corrente da torneira

So®




Colocar em agua destilada..............cccceiiiiiiiiiicccccee 30 segundos
Se se utilizar eosina alcodlica:
Colocar em dlcool reagente, 95% .........ccocuvviiircciciiiiccccsees 30 segundos
7. Colocar em contracoloragdo de solugdo de eosina Y:

Alcodlica, N.2 HT110-1,

Aquosa, N.2 HT110-2

ou alcodlica com floxina, N.2 HT110-3
8. Desidratar e limpar através de dois banhos, cada um de

o o

30-60 segundos

95% alcool reagente, alcool reagente absoluto e Xilol ..............cceu.ee 2 minutos cada
9. Montar com meio de montagem resinoso.
PROCEDIMENTO 2:

CONTRACOLORACAO NUCLEAR PARA CORANTES ESPECIAIS

1. Concluir o procedimento de colora¢ao individual.

2. Lavar em &gua desionizada.

3. Corar na Solugdo de Hematoxilina de Mayer entre 1 a 5 minutos.

4. Lavar em 4gua corrente da torneira ou diluir em solucéo alcalina até os nicleos
ficarem azuis.

5. Lavar em dgua desionizada.

6. Se qualquer parte do corante for sollivel em agua, montar em meio de montagem

aquoso. Se o corante for insoluvel em &lcool, desidratar em &lcool, limpar em xilol ou
substituto de xilol e montar em meio de montagem resinoso.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

RESULTADOS ESPERADOS

A cromatina nuclear deve ser azul. Os nucleélos devem estar visiveis. O citoplasma ira
apresentar diversas tonalidades de rosa a rosa-laranja (dependendo do contracorante
utilizando) e os glébulos vermelhos serao vermelhos.

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¢des de venda adicionais.
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