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Metodos de Evidenciar Lipidos

Colorac0Oes histoquimicas (especiais)




O Lipidos (gorduras) sao biomoléculas organicas (hidrogénio, oxigénio e carbono)
O InsolGveis na agua
O Funcdes: Fonte de energia, isolante térmico, protecao mecanica e estrutural

O A grande maioria das células e tecidos possuem na sua constituicido uma grande

variedade de lipidos

O A evidenciacao de lipidos em condicfes normais ndo tem muito interesse em

anatomia patolégica — mas sim quando existe acumulacdes anormais de lipidos

O A importancia € realcada nos métodos que permitem identificar a totalidade dos

varios tipos de lipidos, ou lipidos especificos de relevancia diagndstica

0 Doencas metabdlicas de acumulo intracelular de diferentes tipos lipidos




Os Métodos

U Processamento de rotina em parafina e resinas resultam na extracao de

grande guantidade destes compostos

1 Sao utilizados corantes lipossoluveis: Oil Red O e Sudan Black

O Estes demonstram acumulacdes anormais de gorduras e oleos (lipidos

simples e neutros) nos tecidos

O A presenca destes lipidos esta normalmente associada ao embolismo

gordo ou a alterac6es degenerativas em 0rgdos como figado ou céerebro

O Estas doencas derivam de defeitos genéticos que dao origem a enzimas

cuja acao incorreta leva ao deposito de lipidos especificos

O Exemplo: Esfingolipidoses — afetam o SNC nas quais varios tipos de

esfingolipidos se acumulam no cérebro e SNP




Corantes Lipossoluveis

O Substancia corante tem solubilidade preferencial para os lipidos a serem

evidenciados
O As goticulas lipidicas presentes no tecido sao lipidos simples e neutros

O Os primeiros tém por funcao servir de reserva energética de acidos
gordos. Enquanto que os segundos tém por objetivo agir como reserva

para o excesso de colesterol

O Nem todos os lipidos sdo marcados por estas técnicas: acidos gordos livres e

fosfoglicéridos




O A substancia corante hidrofobica é transportada numa solucao saturada

num solvente aquoso

O Durante a coloracao, o corante fica em solucéao nos lipidos, em detrimento

do solvente em que foi transportado

(J A coloracdo positiva por estas técnicas € designada de Sudanofilia (Sudan)

O De entre os corantes disponiveis 0 mais utilizado € o0 Oil Red O




Evidenciacao dos Lipidos

Oil Red O

U Quimicamente relacionado com o Sudan, mas proporciona uma coloracao

mais intensa

O Fornecido normalmente com solucéo saturada em:

O Isopropanol, etanol ou propileno glicol

O A coloracdo tem de ser em amostras frescas , pois a fixacado remove a

maioria dos lipidos — “frozen sections”

O Evidencia lipidos (vermelho intenso)




Protocolo Oil Red O

0 Cortes de congelacao (8 a 10 um)

O Passagem por propileno glicol

O Cortes colocados em solucéo corante

O Diferenciar com uma mistura de propileno glicol (85%) + agua destilada
0 Lavagem em agua destilada 2x

[ Contrastar com hematoxilina
O Lavagem em agua 2x

O Montar em meio aquoso




Lipidos - Vermelho

Nucleo — azul escuro/preto







Sudan Black

O Corante nao ionico hidrofobico
O Cora a maioria dos lipidos (preto), mas nao cora colesterol
O Mecanismo de coloracao é igual ao do Oil Red O

O A molécula corante possui dois grupos amino que |lhe confere uma maior

afinidade para fosfolipidos




Protocolo Sudan Black

O Cortes de congelacao

O Lavagem dos cortes em alcool a 70%
0 Colocar em solucao corante

O Lavar em agua

O Contrastar com vermelho neutro

O Lavar em agua

U Montar em meio aquoso
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Técnica do Azul do Nilo

O Corante basico (sal de sulfato)

0 Composto de 3 substancias corantes:
O Corante sulfatado, hidrossoltvel (azul escuro)
O A base do corante, insolivel em agua, lipossoluvel (vermelho)

O Derivado hidrolisado e oxidado, lipossoluvel (vermelho)

O Ao utilizar o corante hidrolisado as gorduras neutras ficarao coradas de
vermelho, enquanto que os lipidos acidos, incluindo os acidos gordos e os

fosfolipidos ficaréo corados de azul




Protocolo Azul do Nilo

O Cortes de congelacao

O Lavagem dos cortes em agua
0 Colocar em solucao corante
O Lavar em agua quente

O Diferenciar em solucéo acida

O Lavar em agua

U Montar em meio aquoso




Vermelho

Gorduras neutras

ipidos acidos e fosfolipidos — azul




Mielina
O Os lipidos que compdem a mielina sdo estaveis - confere resisténcia a

extracao por solventes, podendo ser demonstrados em cortes parafina

O Lipidos presentes nas células nervosas

O As técnicas mais requeridas envolvem a marcacao da mielina normal

O Cérebro, medula espinal ou nervo periférico

Q As técnicas de maior interesse cientifico sdo aquelas que permitem localizar
a mielina degenerada (atraves da localizacdo dos seus produtos de

degradacéo) — adrenoleucodistrofia




Luxol Fast Blue

O Corante com forte afinidade para os fosfolipidos presentes na mielina
O Solubilidade em alcoois e lipidos

0 O mecanismo de coloracéo baseia-se na solubilidade do corante nos lipidos
havendo a substituicdo de uma base do corante por equivalente na molécula

fosfolipidica

O Mielina corada de azul




Protocolo Luxol Fast Blue

0 Cortes de congelacao ou parafina

O Corar utilizando uma solucéo aquosa do corante
O Passagem por alcool a 70%

0 Lavagem em agua

O Diferenciar em carbonato de litio

L Contraste com vermelho neutro

U Lavar e montar




Mielina - azul










Tetré6xido de Osmio

O Oxidacéao dos lipidos da mielina

O ApoOs a oxidacdo dos lipidos nao saturados, a técnica envolve a ligacdo a

estes do tetroxido de 6smio

O Mielina corada de negro




Protocolo Tetré6xido de Osmio

O Cortes de congelacao

O Pos fixacdo em solucao de tetroxido de 6smio e cloreto potassio
O Lavagem em agua destilada 3x

O Contrastar com hematoxilina

O Lavar em agua

L Montar com meio aquoso




Mielina - preto




