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A técnica citolégica também faz parte da histotecnologia e possui gran-
de importancia no diagnéstico de algumas doencas que acometem os seres
humanos e os animais. Essa é uma ferramenta fundamental no diagnéstico de
tumores, funcdo hormonal e infecgdes parasitarias. O exame colpocitolégico,
conhecido como Papanicolaou, ¢ utilizado para detectar, nas mulheres, tumo-
res de colo de Gtero. Seu idealizador, dr. George N. Papanicolaou, estabele-
ceu em 1942 os conceitos basicos de interpretacdo citolégica e criou um

método de coloracdo citolégica que ¢ utilizado, universalmente, até hoje.

A citopatologia analisa as células individualizadas, descamadas, expelidas
ou retiradas da superficie de érgaos de diferentes partes do organismo. Como
os materiais bioldgicos apresentam diferentes caracteristicas, devido as distintas
formas de organizacdo e composicdo, a coleta do material destinado & anélise
citoldgica constitui uma etapa fundamental nesse processo. Hé métodos espe-
cificos para coleta de materiais distintos. Além disso, nessa fase, sao definidos

os tipos de procedimentos mais adequados & anélise dos preparados citolédgicos.
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Algumas etapas da técnica citolégica sdo semelhantes as da técnica
histolégica, mas com peculiaridades préprias, podendo também haver conside-
raveis interferéncias na qualidade final do diagnéstico, como coleta do material,

fixacdo, processamento, coloracdo e leitura das laminas citolégicas.

1. Coleta de material

A origem das amostras dos preparados histolégicos vem de fragmentos
de tecidos oriundos de necrépsias e bidpsias. Nos preparados citolégicos,
essa origem ¢ um pouco mais diversificada, proveniente de liquidos orgénicos
(urina, liquor, liquido ascitico, pericardico, sinovial), puncdes aspirativas por
agulha fina (pulmdo, mama, tireoide, linfonodos, dentre outros), secrecoes
(escarro, abscesso e fistula), lavados cavitarios (brénquicos e broncoalveolares,

vesiculares) e raspados (cervicovaginal, ocular).

Segundo suas caracteristicas, as amostras sdo divididas em trés grupos, e

chegam ao laboratério para anélise da seguinte forma:

Classificacdo da amostra Método de coleta Origem da amostra
Distengéo celular Raspagem Co|pocito|ogia
(esfregaco) swab Olhos
(Figura 11)
Lavado brénquico
Imprint LesGes cutineas
ou decalque Biépsias

Pecas cirtrgicas

Pungéo aspirativa Sangue

Lavado brénquico

Liquor espinhal
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Amostras pastosas

Expectoracdo

Escarro (Figura 6)

Puncdo ou drenagem

/A\bSCCSSOS

Massas necréticas

Amostras liquidas

Espontinea ou por
cateter

Urina

Escovacio

Liquido sinovial

ESCOVGgéO ou |avao|o

Liquido peritoneal ou
ascitico

Puncdo

Liquido pleural

Liquido peritoneal ou
ascitico

Liquido pericardico

Lavado brénquico
alveolar

Lavado vesical

Liquido estomacal

Lavado brénquico

Liquido sinovial

A natureza da amostra (liquida, pastosa ou sélida) ird definir a forma de

coleta e preparo do material segundo as etapas da técnica citolégica escolhida.

Distensao celular (esfregaco),(Figuras 1, 3, 8, 9, 10 e 11): ¢ leita

ao se distender sobre uma lamina de vidro uma leve camada de fluidos corpéreos

para o exame ao microscépio.

Lavado: o material é colhido com o auxilio de um cateter de instilacdo

para lavagem, contendo so|ugéo salina, de uma cavidade do organismo. Exem-

plos: lavado broncoalveolar (LBA), brénquico (LB), peritoneal, entre outros.

Gera|mente (O IandOS se apresentam pouco ce|u|ares‘
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Escovados (Figuras 1, 2, 3 e 4): o material ¢ colhido por esfoliacio da
superficie de mucosas, utilizando-se uma escova. O material obtido pode ser
distendido sobre a superficie de uma lamina de vidro, ou cortando-se a cabeca
da escova e imergindo-a em solucdo salina ou em liquido conservante apropria-
do, procedendo-se em seguida a citologia de liquidos.

Impressoes teciduais ( “imprint”) (Figura 5): denomina-se impressdes
teciduais o procedimento em que se coloca a érea lesionada do tecido em
contato com a superficie de uma ldmina de vidro lisa, de forma semelhante ao
procedimento para se obter impressao digital. As células superficiais da lesao
passam para a superficie da lamina de vidro e podem ser observadas ao microscé-

pio. Esse procedimento ¢ também denominado citologia de decalque.

Figura 1. Coletores para citologia  Figura 2. Escovado cervicovaginal.
esfoliativa.

Figura 3. Distencdo citolégica pela  Figura 4. Fixacdo de escovado
espéatula de Ayre. citolégico.
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Figura 5. Impressao tecidual em  Figura 6. Escarro espontineo ou

laminas (imprint). induzido para coleta de material.
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2. Fixagdo das amostras

O principal objetivo da Fixagéo ¢ preservar a morfologia celular e a

composicdo quimica das células apés a sua retirada do organismo.

Tipos de fixacao

A. Fixacdo seca

Esse tipo de Fixagéo ¢ utilizado quando se realiza a co|oragéo de May-
Griinwald-Giemsa, pois o metanol presente na so|ugéo corante age como
fixador. E o tipo de Fixagéo utilizada para distensdo de células sanguineas,

imprint de bago, ganglios linfaticos, entre outros.

B. Fixacao por revestimento

E usada na obtencdo dos esfregacos citolégicos. Os fixadores sdo cons-
tituidos de polietilenoglicol (Carbowax) e 4lcool, comercialmente vendidos na
forma liquida ou em spray. As amostras sdo fixadas pelo gotejamento do
fixador ou pela pulverizacdo do aerossol das embalagens em spray (Figura 7),
sendo secas a temperatura ambiente, pois o &lcool fixa e evapora, enquanto o
polietilenoglicol forma uma pelicula que protege e preserva a amostra. Existem
vérios protocolos para este tipo de fixador; citaremos um dentre os vérios que

existem na literatura.
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Carbowax em etanol 95%
Btanol 9596, ... o 95 mL
Polietilenoglicol 4000..... ..o 5g

Lembrar: antes de corar as amostras fixadas em Carbowax, banhé-las em etanol

959% por 10 minutos para remover a pelicula de polietilenoglicol.

Figura 7. Fixagéo por revestimento.

C. Fixacdo por liquidos fixadores

O fixador citolégico universal é o etanol 959, um agente coagulante,
que penetra na célula desidratando-a e intensificando a diferenciagéo nuclear e

citoplasmatica apds a coloraco.

Qutros fixadores, como o Carnoy, metanol, lcool isopropilico 80%,
etanol 509, liquido de Bouin, dentre outros, também podem ser utilizados
como fixadores celulares, variando a escolha e o tempo de fixagdo de acordo

com natureza da amostra.

3. Processamento das amostras

O acondicionamento do material é essencial para evitar a perda de
conteddo. A identificacio da amostra e o preenchimento correto da ficha de
so|icitagéo médica (contendo o nome do paciente, idade, data da coleta,

natureza da amostra e sua |oca|izagéo, tipo de exame requerido, dados clini-
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cos, nome do médico requisitante e telefone) sdo informagées relevantes para

evitar o extravio do material.

O processamento da amostra requer procedimentos especificos de
acordo com a natureza do material a ser analisado. Descreveremos aqui

alguns desses procedimentos.

A. Distensao celular (Figuras 1, 3, 8, 9, 10 e 11): geralmente, a
distensdo chega ao laboratério pronta, tendo sido manipulada pelo clinico ou
cirurgido e fixada em etanol 95%. Na maioria das vezes, quando a distensio
chega seca, o material é destinado a co|orag§o pelo método de May-Griinwald-
Giemsa e, dependendo da amostra, pode-se ou nao fixar pelo metanol durante
cinco minutos. Deve-se preparar esse tipo de amostra de modo a formar uma fina
camada de células, permitindo assim melhor diferenciacdo celular. Distensdes

espessas produzem artefatos e hipercoram as células dificultando sua anélise.

Figura 8. Distensdo celular. Figura 9. Distensdo apés bidpsia por
agulha.
L - ~— %—Jl.l'“
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Figura 10. Formas de distensao celular.  Figura 11. Distensdo celular por swab.
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B. Amostras pastosas: devem ser analisadas antes de processadas para a
andlise. Coloca-se o material em uma placa de Petri com fundo escuro e
selecionam-se as regides mais densas, escuras e/ou sanguinolentas. Essas 4reas
sao colocadas sobre |aminas de vidro para distender, obtendo-se uma camada

de células (distensdo celular) e fixando o material imediatamente em etanol

95% (Figura 8).

C. Amostras liquidas: sdo as amostras que possuem maior diversi-
dade de procedimentos, dependendo do tipo de amostra. Citaremos aqui

os mais utilizados:

Ll’quidos, como urina, lavados, derrames de cavidades e ||'quio|o sinovial
podem ser pré-fixados em etanol 509, ou enviados imediatamente ao labora-
tério apds a coleta, podendo ser também conservados a 4°C até o envio. O
uso de anticoagulantes deve ser avaliado de acordo com o tipo de material

coletado. As amostras liquidas subdividem-se em dois grupos:
* Transudatos: sdo pouco celulares e de cor clara.

* Exsudatos: sdo ricos celularmente, escuros, de natureza neoplésica ou

inflamatéria.
Estas amostras podem ser processadas de acordo com sua riqueza celular, por
meio da centrifugacdo (Figura12) ou citocentrifugagdo (Figuras 13 e 14).
Centrifugacao
E preferida quando o material se apresenta hipercelular.
Procedimento:
1- Colocar o ||'quio|o em tubos “Falcon” com tampa.
9- Centrifugar a 1.500 rpm por 10 minutos.
3- Descartar o sobrenadante.
4- Aspirar o sedimento com pipeta Pasteur.

5- Colocar o sedimento em |aminas limpas e desengorduradas

e proceder & distensdo celular.
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6- Deixar secar ao ar e /ou fixar em lcool 959% imediatamen-

te; a secagem ao ar ¢ necessaria se o método de coloracdo for

o May-Griinwald-Giemsa.

Observacdo: As amostras poderao vir em tubos com anticoagulante ou nao.

Figura 12. Procedimento para centrifugacao
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Citocentrifugagéo

Possibilita a anélise citoldgica de liquidos com baixissima densida-
de celular (hipocelulares). Esse método é necessério para con-
centrar as células em suspensdo, que com a centrifugacdo se de-
positam diretamente sobre uma regido das laminas de vidro, per-
fazendo um didmetro de 5 mm, enquanto o meio de suspensio é

absorvido por papel absorvente préprio.
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Figura 13. Utensilios para citocentrifugacao.

Citoclipe Papel absorvente
1
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Limina de vidro
Vantagens:

Requer pouco volume (0,1 a 0,5 mL por |amina).

Alta confiabilidade do resultado: as células da amostra serdo de-
positadas numa regido pequena da ldmina medindo 5 mm de

didmetro.
Procedimento:

1- Pipetar 0,5 mL da amostra no citofunil, previamente

acoplado ao citoclipe, & 1dmina e ao papel absorvente.
92- Centrifugar a 1.200 rpm por 10 minutos.
3- Retirar o conjunto e desacoplar a lamina.

4- Deixar secar ao ar e/ou fixar em &lcool 95% imediatamen-
te. Se o método de coloracdo for o May-Griinwald-Giemsa,

deixar secar ao ar.
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Figura 14. Procedimento para citocentrifugacao.
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D. Bloco celular ou cell block (Figura 14)

E um procedimento que redne as técnicas citopatoldgicas e
histopatolégicas e ¢é utilizado quando se deseja obter uma alta concentracdo
ce|u|ar, comp|ementano|o o diagnéstico, com a vantagem de aproveitar todo o
sedimento da amostra, além de permitir a armazenagem desse sedimento para
futuras anélises, se necessario. Essa técnica é empregada em citodiagnéstico de
amostra liquida ou pastosa, quando hé dificuldade para fechar diagnéstico de
tumores pouco diferenciados.

Fixagdo — vérios sdo os fixadores utilizados para o cell-block, alguns
inclusive adicionam corantes para facilitar a visualizacdo da amostra durante e

apds o processamento. Destacamos alguns fixadores a seguir:
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* Formalina 10%:
Formaldeido comercial.........ccooovie 100 mL

Agua destilada ........coooiiei 900mL

* Formol-Salina:

Formaldeido comercial.............................. 100 mL
Agua destilada. ... 900 mL
Cloreto de sédio (NaCl)....oooooviiiiii 9g

* AFA ou FAA — élcool - formalina - acido acético (muito
utilizado para cell-block):

Etanol (95 - 10096)....couvviiiiii i 85 mL
Formaldeido comercial ......................... 10 mL
Acido acético glacial........oooo 5 mL
* Carnoy:

Alcool etilico absoluto..........ooveverereieieee, 60 mL
Cloroférmio. ... 30 mL
Acido acético glacial........oooo 10 mL

¢ Liquido de Bouin:

Solucdo saturada de 4cido picrico (aquosa)................. 75 mL
Formaldeido comercial.................................. 25 mL
Acido acético glacial.............. 5 mlL

Tempo de fixacdo: 4-24 horas. (para linfoma deve-se deixar de

48-72 horas).
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Tratamento prévio dos cortes para a remocdo do é4cido picrico:
1- Desparafinizar e hidratar até o &lcool 95%.

2- Colocar as laminas em uma solugdo de é&lcool 70% saturado

com carbonato de litio durante 5 minutos.
3- Lavar em dgua corrente durante 3 minutos.

4. Lavar em 4gua destilada durante 5 minutos.

E. B-5 ou formalina tamponada sublimada:
Muito utilizada para amostras contendo sangue.

Solugdo estoque:

Cloreto de merctrio (HgCI2).....oooiii 12 g
Acetato de sédio (CH3COONa) .oovvviiiiiiiei 2,5¢
Agua destilada........cooooioro 200 mL
So|ug§o de uso (preparar somente antes do uso):

Solucdo estoque de B-5..........ccooiiiiiiiii 20 mL
Formaldeido comercial.....................cooooiiii 2 mL

Tratamento prévio dos cortes para remocdo de pigmento de mercirio:
1- Desparafinizar e hidratar os cortes
9- Imergir durante 5 minutos na so|ugéo de lugol sob agitacao.
3- Lavar em 4gua.

4. Colocar as laminas em tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto

ou até a completa remocdo da cor amarela do lodo.

5- Lavar em dgua corrente durante 5 minutos.
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Soluggo de lugol:
lodo (|Q) ........................................................... 2,5¢
Alcool TO%.....o.oovoeoeeeeeeeeeeeeeee) 500 mL

Procedimento para cell-block:
1- Centrifugar as amostras por 10 minutos a 1.000 rpm.

9- Desprezar o sobrenadante, retirar o sedimento e fixar as amos-
tras de 5 minutos a 1 hora — o tempo de Fixagéo pode variar de
acordo com o fixador e a quantidade da amostra. Proceder a
Fixagéo colocando o sedimento no liquido fixador que se encon-

tra em frasco apropriado para sedimentagéo‘

3- Centrifugar novamente por 2 minutos na mesma rotagdo, reti-

rar o fixador e manter o sedimento formando um pellet.

4- Iniciar a desidratacdo com etanol 809 e seguir com um banho
de etanol 95% e dois banhos de etanol 100%. O tempo de
desidratacdo também varia de acordo com a quantidade da amos-
tra, podendo variar de 5 minutos até 1 hora em cada banho.

Centrifugar durante poucos minutos em cada banho.

Obs. Esta etapa e as seguintes podem ser realizadas no processador
automético de tecidos, desde que o pe//et da amostra se encon-
tre envolto em papel de filtro, evitando a perda do material

durante o processamento.

5- Clarificar em dois banhos de xilol, variando de 5 a 15 minu-

tos. Centrifugar ao final por poucos minutos para formar o pe//et.

ObS. Para retirar o XilOl, deve-se descartar (o] sobrenadante € secar

o pe//et com pape| absorvente.

6- Fazer dois banhos, de 15 minutos a 1 hora, em parafina
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fundida na estufa; o tempo varia de acordo com o tamanho do

pe//et formado.
7- Esfriar e retirar o pellet impregnado pela parafina.
8- Montar um bloco de parafina.

9- Seccionar o bloco em micrétomo e corar pelo método desejado.

Figura 15. Processamento manual para cell-block (esquema adaptado do origi-

nal do Dr. N. Fukushima, Doai Memorial Hospital, Téquio).
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4. Coloragdes citolégicas

A qualidade da coloracdo citolégica esté diretamente relacionada as
caracteristicas tintoriais dos corantes, ao processamento da amostra (espessura
dos esfregacos) e a fixacdo. Esses cuidados devem ser observados para se

evitar artefatos e dificuldade de anélise do material.

Muitas co|orag6€s histolégicas podem ser empregadas na citologia, al-

gumas das quais com pequenas modiFicag()es. Os métodos mais empregados
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s30 o mucicarmin de Mayer, May-Gruenwa|o|-Giemsa, hematoxilina e eosina,
4cido periédico Schiff (PAS), Grocott, Shorr, entre outros. Porém, o método
de Papanicolaou (Pap) ¢ o mais difundido e empregado, pela grande demanda
diagndstica, e por ser a coloracio comumente aplicada as amostras colpocitolégicas

para diagnéstico de cancer ginecoldgico.

O método de Papanicolaou utiliza um conjunto de corantes e tem como
objetivo a evidenciagéo das variagoes na morfologia e dos graus de maturidade
e de atividade metabdlica celular. Esse método se baseia nas acdes de um
corante bésico (com afinidade pelo nicleo das células: a hematoxilina), um
corante 4cido (que se combina com o citoplasma das células queratinizadas:
orange G) e um corante po|icromético (que oferece tonalidades de cores

diferentes no citoplasma das células: EA-65).
Este método abrange cinco etapas:

. Hidratagéo: esta etapa requer a reposicdo gradual da 4gua das células
por meio de banhos alcodlicos de concentragoes decrescentes até a

4gua destilada.

o Co|oragéo nuc|ear: as cé|u|as hidratadas podem agora receber um

corante aquoso para corar os nicleos (hematoxilina de Harris).

¢ Desidratacdo: para receber corantes alcodlicos citoplasmaticos, deve-
mos agora retirar a 4gua das células com banhos alcodlicos de concentra-

¢Oes crescentes.

» Coloracdo citoplasmética: nesta etapa, o citoplasma das células é cora-
do pelos corantes orange G ¢ EA-65, de modo a diferenciar com
diversas tonalidades o citoplasma das células de acordo com a sua matu-

ridade e metabolismo.

. Desidratagéo, c|ariFicagéo e selagem: a dgua agora deve ser retirada com
concentracdes alcodlicas crescentes, clarificadas e seladas com meios per-

manentes hidrofébicos.
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Descreveremos a seguir os métodos mais empregados. Outros métodos

estao descritos na literatura recomendada.

A. Método de Papanicolaou (Papanicolaou, 1942)

Solugges:

* Hematoxilina de Harris (Harris, 1900)
Hematoxilina...........ccooore 50¢g
Etanol 100%..........ccoooviiiiiiiiiiii 50,0 mL
Alimen de potéssio [KA|(SO4)Q]..‘..‘....“............‘1OO g
Agua destilada.........cooooiii 1.000 mL
Oxido de mercirio (HgO — p6 vermelho).................. 2,5¢g

Dissolva o alimen em 4gua destilada com o auxilio de uma placa aque-
cedora e um agitador magnético em um recipiente com capacidade para 2.000
ml, para evitar que derrame quando a so|ugéo entrar em ebu|igéo. Misture a
hematoxilina no é&lcool & temperatura ambiente em outro recipiente separado.
Lentamente, combine as duas so|ugc”>es aquecendo em p|aca aquecedora, até
entrar em ebulicio. Retire da fonte de calor e acrescente lentamente o éxido
mercirio, com cuidado, pois o éxido reage com a solucdo fazendo-a entrar
rapidamente em ebu|igéo, podendo sair, inclusive, do recipiente. Retorne a
solucdo para a fonte de calor até que tome a tonalidade purpuro-escura.

Esfrie, e a solucdo estard pronta.

Para uso:

Acrescente 20 mL de 4cido acético glacial para intensificar a coloracdo

dos ntcleos.

Filtre sempre antes de cada uso.
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. Acido-é|coo| a 1%:
Acido dloridrico (HCI) ..o oo 1 mlL
Etanol 7096, .. .o 99 mL

* Agua amoniacal:

Hidréxido de aménio (NH OH)........................ 2a4mL
Agua destilada.................. 800 a 1.000 mL

* Corante orange G:

Solucdo estoque de orange G 10%:

Orange G 10 g
Agua destilada.........cooooiiii 100 mL
Solugdo de uso do orange G :

Solugio estoque..........ooeeiiiiiiiiiieieii e 20 mL
Acido fosfottngstico[H,P(W,O10),].....c..ccovvrrrnnn. 0,154
Etanol 95%.........oooiiiii 980 mlL

e Corante EA-65:

Solucdes estoque eosina Y a 20%:

Bosing V..o 20 g
Agua destilada..........oooooi 100 mL

Solugdo estoque light-green SF a 3%:
Light-greenSF........ ... ...................3g
Agua destilada.............ooo 100 mL
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Solugdo de uso do EA-65:

Solugdo estoque de eosina Y. 20 mL
Solucdo estoque de light-green SF........................... 10 mL
Acido fosfottingstico [H3P(\X/3O1 0)4] ..................... 2g
Etanol 95%.......ccoooiieiiiii 700 mL
Metanol absoluto.......................cc 250 mL
Acido acético glacial ... 20 mL
Método
1- Etanol 80%.......coovvei 5-10 mergulhos
Q- Etanol 70%.......ooi 5-10 mergulhos
3- Etanol 50%.......ccoooiiii 5-10 mergulhos
4- Agua destilada I......................... 5-10 mergulhos
5- Agua destilada Il........................... 5-10 mergulhos
6- Hematoxilina de Harris ............................... 1-5minutos
7- Agua destilada.................o 5-10 mergulhos
8- Diferenciar em élcool-4cido.......................... 3 mergulhos
9- Agua destilada. ..........cooooorviorii 5-10 mergulhos
10- Banho de 4gua amoniacal.......................... 5 mergulhos
11- Agua destilada.................c 5-10 mergulhos
19- Etanol 50%.......cccoviiiiiiiiii 5-10 mergulhos
13- Etanol 709% ...oooviiiiii 5-10 mergulhos
14- Etanol 95%......ccooovviiiii 5 a 10 mergulhos
15- Orange G, solucdo de trabalho....................... 1 minuto

16- Etanol 95%..... ..o 5-10 mergulhos
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17- Etanol 95%......coooeeiiiii 5-
18- Etanol 95%....ooooiee 5-

19- Eosina-EA65, solucdo de trabalho............

10 mergulhos

10 mergulhos

..... 5 minutos

90- Etanol 95%........cooiiii 5-10 mergulhos
21-Etanol 95%.......oooviiii 5-10 mergulhos
99- Etanol 95%.......ccooiiii 5-10 mergulhos
93- Etanol 100% | .......cooooii 5-10 mergulhos
24- Etanol 1009% Il ... 5-10 mergulhos
95- Etanol 1009% Il ... 5-10 mergulhos
96- Xilol 1o 5-10 mergulhos

27- Xilol 1. 5-
98- Xilol INl.....oooooii 5-

29- Selar em meio hidréfobo.

10 mergulhos
10 mergulhos

Resultado:
Células escamosas maduras...........coooeeveieiiiiii... réseo-avermelhada
NUucléolo. . ..o vermelho-arroxeado

Células metabolicamente ativas.............coovveieiii..

verde-azu|ao|o

Citoplasma queratinizado................................ laranja ou amarelo

B. Método de May-Griunwald-Giemsa

Esse método de coloragdo ¢ aplicado em distenses para a anélise de

elementos figurados do sangue periférico, medula 6ssea, ou elementos celula-

res colhidos por pungao, esFo|iagéo, imprint de tecidos ou concentrado de

liquidos celulares, por meio de dois corantes.
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Solugges:

. So|ugéo estoque de May-Griinwald (vendida comercialmente — arti-

go Merck 1524).

i So|ugéo estoque de Giemsa (vendida comercialmente — artigo Merck

9204).

* Tampao Sorensen pH 6,8.
* Solucdo A - fosfato de sédio monobasico (NaHQPO 4) 0,2 M:

Agua destilada................o 1.000 mL
* Solugdo B - fosfato de sédio dibasico (NaQHPO_ " HQO ) 0,2 M:

NaQHPO_4. HQO ................................ 28,39 g
Agua destilada ................ 1.000 mL

* Solucdo de uso:

Solucgo A\ Solucgo B \ oH final 6,8

51 mL ‘49m|_ ‘100mL

* Solucdo de uso de May-Griinwald:
Solucdo estoque de May-Griinwald......................... 25 mL
Tampao Sorensen pH 6,8 190 mL
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* Solucdo de uso de Giemsa:
Solucdo estoque de Giemsa.................cccvvvvviiiii... 25 mL
Tampao Sorensen pH 6,8.......................... 190 mL

Nota: As concentracdes finais das solugdes de uso de May-Griinwald e
Giemsa podem ser ajustadas se necessario. Elas sempre devem ser preparadas

antes o|e usar e desprezadas apés O UsO.

Método:
1- Fixar em metanol por 15 minutos.
9- Corar pela so|ugéo de uso de I\/\ay-Grijnwa|o| por 5 minutos.
3- Escorrer o corante da lamina.
4- Corar pela solucdo de trabalho de Giemsa por 10 minutos.
5- Lavar em tampao Sorensen pH 6,8.
6- Deixar secar & temperatura ambiente.
7- Clarificar com xilol.

8- Selar com meio hidrofébico.

Resultados:

Nucleos dos leucdcitos............ooveeiieii. azul-pélido
Citoplasma.........ccooooiiiii azul muito claro ou incolor
Granulagdes neutrdfilas............cccooooiiii vermelho-claro
Granulagdes baséfilas. ... azul-escuro

Eosinéfilos e eritrécitos. .........ooooeiiiii vermelho-alaranjado.
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Método de Shorr

Este método de co|oragéo possui resultados semelhantes ao método de
Papanicolaou, sendo aplicado como seu substituto em vérios laboratérios de

citopatologia.
Solugges:

* Solucdo corante de Shorr

Biebrich Scarlet ... 50¢g
Orange G ou Il 2,5¢g
Fast Green.........ccooueeeeee i 1,0 g
Acido fosfomolibdico |—|3P(I\/\o3o1o)4 ................... 50g
Acido fosfottingstico [H3P(W3O1O)4] ................... 50g
Acido Acético Glacial.......cocoovovovooeoeeeece. 10 mL
Etanol 50 %........oooomiiiiiiiiiiee 1.000 mL
Método:
1- Etanol 80%.......coovvei 5-10 mergulhos
Q- Etanol 70%.......oovii 5-10 mergulhos
3-Etanol 50%.......cooi 5-10 mergulhos
4- Agua destilada..............ooo 5-10 mergulhos
5- Agua destilada..............coooo 5-10 mergulhos
6- Hematoxilina de Harris............................... 1-5 minutos
7- Agua destilada..............coooov 5-10 mergulhos
8- Diferenciar em 4lcool-dcido.......................... 3 mergulhos.
9- Agua destilada. ..........ccoooorviiorii 5-10 mergulhos

10- Banho de 4gua amoniacal.......................... 5 mergulhos
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11- Agua destilada............occoovoriiriinn 5-10 mergulhos
12- Etanol 50%.......cooiiii 5-10 mergulhos
13- Etanol 60%...........ooviiiiiii 5-10 mergulhos
14- Corante de Shorr................ooooo 6 minutos
15- Etanol 95% |, 5-10 mergulhos
16- Etanol 95% 1. 5-10 mergulhos
17- Etanol 959% IIl.........o.oo 5-10 mergulhos
18- Etanol 100%.........cccoooiiiiiiii, 5-10 mergulhos
19- Etanol 100%.........cccooviiiiiiiii, 5-10 mergulhos
90- Etanol 100%........cocovvviiiiiiiiii 5-10 mergulhos
21-Xilol 1. 5-10 mergulhos
99-Xilol 1. 5-10 mergulhos
93- Xilol ..o, 5-10 mergulhos
Resultados
Células eosinofilicas........................... citoplasma vermelho / laranja
Células basofilicas............................. citoplasma azul / esverdeado
Nocleos. ..., azul / violeta escuro / marrom
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