A SISTEMA DE COLORACAO
COM ACIDO PERIODICO DE

o SCHIFF (PAS
SIGMA-ALDRICH® SCHIFF (PAS) |

UTILIZAGCAO PREVISTA

Os reagentes para o acido de Schiff (PAS) destinam-se a “utilizagdo em diagnéstico
in vitro”.

O procedimento de coloragdo de PAS da Sigma-Aldrich oferece procedimentos
normalizados e de microondas para a demonstragéo dos linfécitos e mucopolissacarideos.
O padrao de coloragao dos linfécitos é Util para a tomada de decisdes terapéuticas no
estabelecimento de casos de leucemia linfocitica. A reac¢@o PAS nas secgbes de tecido é
util para a demonstragdo dos mucopolissacarideos. O processo de digestdo por diastase
(a-amilase), seguido da coloragao PAS é Util como auxiliar no diagndstico da doenca de
acumulag&o de glicogénio.

O procedimento de coloragdo PAS também pode ser utilizado para demonstrar
organismos flingicos em secgdes tecidulares.?

Quando tratados com &cido periddico, os glicéis sdo oxidados em aldeidos. Apds a
reaccdo com o reagente de Schiff (uma mistura de pararrosanilina e metabissulfito de
sodio), é libertada uma aducdo de pararrosanilina que vai colorar os componentes
celulares que contém glicol.” Esta reac¢ao pode ser provocada em esfregagos sanguineos
ou de medula dssea, em preparagdes de tecido duro ou em secgdes tecidulares.?® Quando
utilizado em esfregagos de sangue ou de medula dssea, este teste pode ser Util para o
reconhecimento de alguns casos de eritroleucemia e leucemia linfoblastica aguda.*

A digesté@o por diastase (a-amilase), pode ser utilizada como auxiliar no diagnéstico
da doenga de acumulagdo de glicogénio. A diastase hidrolisa o amido, o glicogénio e os
produtos de degradacd@o precedentes destes polissacarideos presentes no tecido. Os
subprodutos resultantes do processo de digestdo sdo lavados antes da coloragdo PAS.®

Os procedimentos da Sigma-Aldrich incluem as técnicas PAS para coloracao rapida
em fornos microondas.®®

REAGENTES

SOLUGAO DE ACIDO PERIODICO, N.° de Catalogo 395-1
Acido periodico, 1 g/dL.

REAGENTE DE SCHIFF, N.2 de Catalogo 395-2
Pararrosanilina HCI, 1%, e metabissulfito de sédio, 4%, em &cido cloridrico, 0,25 mol/L.

SOLUGAO DE HEMATOXILINA, N.2 3 DE GILL, N.© de Catalogo GHS-3
Hematoxilina certificada, 6 g/L, iodato de sddio, 0,6 g/L, sulfato de aluminio, 52,8 g/L e
estabilizador.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar a solugao de &cido periédico e o reagente de Schiff no frigorifico (2-8°C).
Armazenar a solucao de hematoxilina N.¢ 3 de Gill a temperatura ambiente (18-26°C). Os
reagentes permanecem estaveis até ao final do prazo de validade indicado nos rétulos.

DETERIORAGAO:

Eliminar a solugdo de hematoxilina N.° 3 de Gill se a solugdo ficar castanha (oxidagado
excessiva pelo ar) ou purpura (perda de acidez) ou quando o tempo necessario para a
coloracéo adequada exceder em mais de 5 minutos o tempo recomendado no procedimento.

PREPARAGAO:

A solugao de acido periédico, o reagente de Schiff e a solugdo de hematoxilina N.° 3
de Gill séo fornecidos prontos a utilizar.

A SOLUGAO DE FIXADOR DE FORMALINA-ETANOL §é preparada misturando-se
5 mL de formaldeido com 45 mL de etanol a 95% (&lcool de reagente). Preparar uma
solugao fresca diariamente e manter devidamente tapada.

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.

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

Declaracdes de riscos e seguranca dos EUA

A solugdo de &cido periddico ¢ CORROSIVA. Provoca queimaduras. Em caso de
contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com dgua e consultar um médico.
Despir imediatamente todo o vestuario contaminado. Usar vestuario de protecgao, luvas e
equipamento de protecgdo para os olhos/face adequados.

O reagente de Schiff € TOXICO. Nocivo em caso de ingestdo. Provoca queimaduras.
Pode causar cancro. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com &gua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgdo, luvas e equipamento de
proteccdo para os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de indisposicao,
consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel). Limitado aos
utilizadores profissionais. Evitar a exposi¢cao — obter instrugdes especiais antes da utilizacao.

A solugao de hematoxilina N.2 3 de Gill ¢ NOCIVA. Muito téxica por inalagdo. 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 proteccéo
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 — nao fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com &gua e consultar um médico. Usar vestuario de protec¢do adequado.

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 lesbes oculares graves. 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 protec¢éo,
luvas e equipamento de protec¢ao 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 solugdo de é&cido periédico € 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 protecg¢ao para os olhos/face adequados.

O reagente de Schiff ¢ TOXICO. Provoca queimaduras. Pode causar cancro. Em caso
de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um
médico. Usar vestudrio de protec¢do, luvas e equipamento de proteccao para os olhos/face
adequados. Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico
(mostrar-lhe o rétulo se possivel). Limitado aos utilizadores profissionais. Evitar a
exposicao — obter instrugdes especiais antes da utilizagao.

A solucao de hematoxilina N.2 3 de Gill ¢ NOCIVA. Muito téxica por inalagdo. Irritante
para os olhos, vias respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com dgua e consultar um médico. Usar vestuario de protec¢ao adequado.

O élcool 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 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.

O xilol ¢ NOCIVO. Inflaméavel. 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 podera 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.

Poderéo utilizar-se esfregacos de sangue total, EDTA ou heparinizado ou de medula
6ssea preparados em estado fresco. Fixar o mais rapidamente possivel.*

Para os polissacarideos pode utilizar-se tecido fixado em formalina tamponada neutra
a 10%, Zenker ou Bouin.? Devera ter-se em consideragéo que alguns hidratos de carbono
s&o soluveis em agua.’ Para a demonstracdo do glicogénio s@o recomendados o fluido de
Carnoy, o fluido de Gendre ou a formalina alcodlica &cida.? O tempo necessério para a
extraccdo da diastase pode ser prolongado quando o tecido é fixado num dacido purico
contendo fixador.? Cortar as sec¢des de tecido com 5 micrones.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:

Solugéo de formaldeido, 37%

Alcool reagente

Filtro de papel Whatman N.° 4

Os esfregagos de controlo PAS, como o Sigma PAS TISSUE-TROL, N.° de Catalogo
P8814, devem ser incluidos em cada execucao.

PROCEDIMENTOS APENAS PARA MICROONDAS:

Forno microondas H2100 ACCUMATE™, N.° de Catalogo A 9084 (110 v) ou A 9209 (220 v)

Jarra de Coplin com tampas ventiladas

Concentrado de substituto de “4gua corrente de Scott”

o-amilase, Tipo VI-B, de pancreas de porcino (apenas para o procedimento de extrac¢édo
da diastase)

NOTAS:

Se for utilizado o forno microondas H2100 da Sigma-Aldrich, consultar o Manual do
Utilizador para obter as instrugoes.

Podem incluir-se esfregagos sanguineos preparados a partir de individuos
clinicamente saudaveis para fins de controlo. Os leucécitos polimorfonucleares
apresentardo uma coloragao citoplasmica vermelha intensa. As secgdes de tecido que se
sabem ser positivas para PAS e/ou que contém glicogénio devem ser incluidas sempre que
se realizar uma sequéncia de coloragdo. A Sigma-Aldrich disponibiliza o PAS TISSUE-
TROL™, N.° de Catalogo, P 8814, para este fim.

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

PROCEDIMENTO:

I. PREPARACOES DE SANGUE, MEDULA OSSEA OU TECIDO DURO
Procedimento standard:
1. Fixar os esfregagos secos ao ar durante 1 minuto a temperatura ambiente em
solug&o de fixador de formalina-etanol.
2. Lavar as laminas durante 1 minuto num fluxo lento de &dgua corrente.
3. Imergir as l&minas em solugdo de acido periddico, N.2 de Catalogo 395-1, durante
5 minutos a temperatura ambiente.
Lavar as laminas em diversos banhos de dgua destilada.
5. Imergir as laminas em reagente de Schiff, N.2 de Catdlogo 395-2, durante
15 minutos a temperatura ambiente.
NOTA: Imediatamente apés a utilizagao, fechar o reagente de Schiff e voltar a coloca-
lo no frigorifico (2-8°C).
6. Lavar as laminas em &gua corrente durante 5 minutos.
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7. Realizar uma contracoloracao das laminas com solugao de hematoxilina N.¢ 3 de
Gill, N.2 de Catalogo GHS-3, durante 90 segundos.

8. Lavar as laminas em agua corrente durante 15-30 segundos, deixa-las secar ao ar
e examinar microscopicamente com lentes de imersao em 6leo (900x). As laminas
podem estar montadas num meio de montagem a base de tolueno ou xilol.

Procedimento para microondas:
1. Fixar os esfregacos secos ao ar a temperatura ambiente durante 1 minuto em
fixador de formalina-etanol.
2. Lavar as laminas durante 1 minuto num fluxo lento de &gua corrente.
3. Colocar as laminas em 40 mL de solugdo de &cido periédico contida numa jarra de
Coplin plastica.
Colocar no microondas a 800 watts durante 10 segundos.
5. Lavar bem em diversos banhos de dgua desionizada.
6. Colocar as laminas em 40 mL de reagente de Schiff contido numa jarra de Coplin
plastica.
7. Colocar no microondas a 800 watts durante 15 segundos. Misturar a solugao com
uma pipeta de beral ou haste aplicadora e deixar incubar durante 1 minuto.
Lavar num fluxo lento de &agua corrente, morna, durante 5 minutos.
Colocar as laminas em 40 mL de solugao de hematoxilina n.? 3 de Gill contida numa
jarra de Coplin plastica.
10. Colocar no microondas a 800 watts durante 10 segundos.
11. Lavar em agua corrente durante 1-2 minutos e, em seguida, em substituto de “agua
corrente de Scott” a temperatura ambiente.
12. Lavar em agua corrente. Secar ao ar.
13.  As laminas podem estar montadas num meio de montagem a base de tolueno
ou xilol.

Il. SECCOES TECIDULARES
Procedimento standard:
1. Desparafinar e hidratar as sec¢des em &gua desionizada.
2. Imergir as laminas em solugéo de &cido periddico, N.° de Catélogo 395-1, durante
5 minutos a temperatura ambiente (18-26°C).
3. Lavar a lamina em diversos banhos de dgua destilada.
4. Imergir as laminas em reagente de Schiff, N.® de Catdlogo 395-2, durante
15 minutos a temperatura ambiente (18-26°C).
Lavar as laminas em agua corrente durante 5 minutos.
6. Realizar uma contracoloragdo das laminas com solugdo de hematoxilina N.° 3 de
Gill, N.2 de Catélogo GHS-3, durante 90 segundos.
Lavar as laminas em agua corrente.
8. Desidratar, limpar e montar as sec¢des num meio de montagem a base de tolueno
ou xilol.

Procedimento de microondas para a digestédo por diastase (c-amilase):
1. Utilizar laminas de teste duplicadas. Marcar uma para a digestdo com diastase e uma

para coloragdo PAS.

NOTA: Recomendamos laminas revestidas com adesivo tecidular.

Nao colocar as secgdes em celoidina quando se esta a realizar a digestdo por diastase.?

Desparafinar e hidratar as laminas em agua desionizada.

3. Preparar a solugao de trabalho de diastase (c-amilase) dissolvendo 0,2 g de o—

amilase, N.° de Catédlogo A 3176, em 40 mL de dgua desionizada. Misturar bem e

colocar numa jarra Coplin plastica. Preparar imediatamente antes de utilizar.

Colocar no microondas a 600 watts durante 25 segundos.

5. Remover as laminas da jarra de Coplin e lavar a lamina digerida em agua corrente
durante 5 minutos.

6. Utilizando as duas laminas, a digerida e a nao digerida, prosseguir com o
procedimento para microondas para tecido, Passo 2.

Procedimento para microondas:

1. Desparafinar e hidratar em dgua desionizada.

2. Colocar as laminas em 40 mL de solucdo de &cido periédico contida numa jarra de
Coplin plastica. Cobrir folgadamente a jarra com a tampa ou utilizar tampas com
orificios perfurados.

Colocar no microondas a 800 watts durante 10 segundos.

Lavar bem em diversos banhos de dgua desionizada.

5. Colocar as laminas em 40 mL de reagente de Schiff contido numa jarra de Coplin
plastica.

6. Colocar no microondas a 800 watts durante 15 segundos. Misturar a solugao com
uma pipeta de beral ou haste aplicadora e deixar incubar durante 1 minuto.

7. Lavar num fluxo lento de &gua corrente, morna, durante 5 minutos.

8. Colocar as laminas em hematoxilina, n.? 3 de Gill, ou em solucao verde clara contida
numa jarra de Coplin plastica.

9. Colocar no microondas a 800 watts durante 10 segundos.

>

8.
9.

o

~

o

&

H w

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA +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

10. a.Se utilizar hematoxilina de Gill, lavar em agua corrente durante 1-2 minutos e, em
seguida, em substituto de “agua corrente de Scott” & temperatura ambiente. Lavar
em agua corrente. Desidratar, limpar e montar.

b. Se utilizar solugéo verde clara, lavar rapidamente em dgua desionizada, desidratar
rapidamente, limpar e montar.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

As substancias positivas para PAS apresentam uma coloracéo rosa a vermelho com
nucleo azul. Uma lamina de extracgao da diastase (o-amilase) ndo apresentara coloragao
PAS Vvisivel do glicogénio quando comparada com a lamina de controlo positivo de
glicogénio néo digerido.

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informacdes.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informacdes 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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