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Prefacio

Divulgar as boas praticas em Anatomia patolégica e Citopatolo-
gia, sempre foi uma constante da Sociedade Brasileira de Pato-
logia mediante seus pareceres e participagéo na elaboragao de
normas e resolugdes junto aos diversos 6rgaos federais, agén-
cias e autarquias.

Ao lado do PICQ (programa de proficiéncia); do PACQ (pro-
grama de acreditacao para laboratérios) e de suas publicagdes
como o Manual de Laudos e da Cartilha de Instru¢des para a
CHPM, apés um arduo trabalho, é publicado esse Manual de
Boas Praticas em Patologia.

Varios colegas participaram desse Manual, dando horas de seu
tempo para sua execucgdo. Muitos documentos foram consul-
tados e sua bibliografia € extensa. Dentre esses, um grande
trabalho foi realizado em conjunto com o Centro de Vigilancia
Sanitaria do Estado e S&o Paulo para a elaboragédo de uma nor-
ma para os Laboratorios de Patologia, que aguarda publicagéo.
Uma excelente publicac&o foi feita pelo Dr. Jorge Michalany.
Seu livro Técnica Histoldégica em Anatomia Patoldgica (1980),
ja mostra uma grande preocupagao com a area pre-analitica.

Essa publicagdo da Sociedade Brasileira de Patologia, com o
apoio da Astrazeneca do Brasil e Bristol Myers Squibb Farma-
céutica, vem suprir uma grande lacuna na orientagdo aos mé-
dicos em geral e em particular aos patologistas e a todos os
colaboradores que trabalham na patologia , sobre as melhores
praticas tanto na area pré-analitica, onde imprescindivel a re-
lagdo com os colegas médicos de outras especialidades, como
nas areas analiticas e pds-analiticas, onde as amostras sao
processadas e € emitido o laudo do procedimento diagnosti-
co orientando os médicos solicitantes quanto a melhor conduta
para o paciente.



Um dos grandes focos de discussao é sobre a guarda de amos-
tras processadas, ( blocos e laminas) e o descarte dos resi-
duos, tratado com destaque nesse manual.

A preocupagao com o paciente é o foco da Patologia, o Manual
de Boas Praticas foi elaborado visando em todos os processos
a segurancga para o patologista e principalmente ao paciente,
para que tenha um diagndstico seguro, correto e no tempo ade-
quado, propiciando a melhor conduta terapéutica.

Além dos muitos colegas patologistas que participaram da ela-
boracdo deste Manual, cabe uma mengao de agradecimento a
todos os colaboradores da Sociedade Brasileira de patologia,
que com seu trabalho, dao suporte a todas as realizacées da
diretoria.

A Sociedade Brasileira de Patologia cumpre com esse Manual
mais um de seus propodsitos estatutarios, oferecendo aos médi-
cos e demais profissionais de saude, uma excelente ferramen-
ta para incrementar a qualidade nos laboratérios de patologia,
além de criar a cultura das boas praticas na execugao dos pro-
cedimentos diagndsticos.

Renato Lima Moraes Jr.
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Glossario

e AMOSTRA — Material coletado do paciente com intuito de
analise, para emissao de laudo.

e BIOPSIA — Amostra de parte de 6rg&o ou lesdo com intuito
de diagndstico e definicao de conduta.

e BLOCO DE PARAFINA — Bloco de parafina que contém
amostra biolégica apds processamento histolégico.

e CITOLOGIA — Amostra de 6rgao ou lesdo com intuito de
melhor analise morfoldgica.
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e CLIVAGEM - Ato de selecao e corte das amostras macros-
cdpicas que serdao encaminhadas para processamento his-
toldgico.

e COLORACAO DE ROTINA — Coloragdo empregada para
melhor analise do material rotineiro. Em amostras histolo-
gicas (biopsias e pega cirurgicas), utiliza-se a coloragao de
Hematoxilina e Eosina (H.E.); em Citologia, a Papanicolaou.

e COLORACAO ESPECIAL — S3o coloragdes histoquimicas,
corantes diferentes da rotina que interagem com a amostra
revelando componentes ultraestruturais dela, de maneira
que complementem a analise morfoldgica usual.

e DIAGNOSTICO CRITICO — S3o situagdes em que ndo se
pode esperar o tempo habitual do laudo chegar até o mé-
dico assistente, devendo o patologista entrar em contato
imediatamente.

e FORMALINA - E o formol 37% diluido em proporcédo de
9:1, de modo a melhor interagir sem agredir em demasia
a amostra biolégica do paciente. Ela deve ser tamponada
para melhor preservagao da amostra.

e FORMOL - E um aldeido (formaldeido) que pode ser em-
pregado de diversas formas; na patologia € utilizado como
fixador universal. Pode ser encontrado em diversas con-




centragdes comerciais, normalmente a 37% (considerado
formol concentrado).

IMUNO-HISTOQUIMICA — Procedimento diagnéstico com-
plementar a analise morfolégica de rotina, que revela ex-
pressao (ou auséncia) de determinados antigenos no érgao
ou tumor determinando ou contraindicando tratamento es-
pecifico.

INCLUSAO — Ato de incluir a amostra biolégica apds pro-
cessamento histolégico em parafina.

MACROSCOPIA — Ato de analise macroscopica de amos-
tra, que percebe e relata as caracteristicas iniciais da amos-
tra e seleciona o que deve ser processado para analise mi-
croscopica.

MICROSCOPIA — Analise microscépica da amostra.

PARAFINA — Derivado do petréleo que possui dureza e ma-
leabilidade a temperaturas relativamente baixas, que permi-
te a sua manipulagao e a preservacéo da amostra bioldgica.
A parafina deve ser o mais pura possivel. Se sua producao
contém impureza, seu uso fica prejudicado e por vezes é
necessario utilizar-se de espessantes para compensar isso;
nessas situagdes, é proibitivo usar espessantes bioldgicos
(como cera de abelha), pois estes contém DNA exdgeno
que influencia procedimentos de patologia molecular.

PATOLOGIA MOLECULAR - Procedimento diagndstico
complementar a analise morfologica de rotina, que revela
a presenga (ou auséncia) de alteragbes em moléculas de
DNA e/ou RNA no sangue ou tecido, determinando ou con-
traindicando conduta médica especifica.

PECA CIRURGICA — Amostra de parte do 6rgdo, ou o 6r-
géo inteiro, retirado de maneira integra, permitindo analise
da lesédo que contém e sua relagdo com os limites desta.

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO — Série de banhos de
imersao em substancias desidratantes (de rotina emprega-
-se etanol) e diafanizantes (de rotina emprega-se xilol), que
permitem que a parafina permeie a amostra e a coloragao
interaja de maneira adequada.
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CHECK-LIST RESUMIDO DE BOAS PRATICAS

v. AMBIENTE DE TRABALHO
v IDENTIFICAGAO DO MATERIAL

v ORIENTAR MEDICOS E ENFERMEIRAS QUANTO A CO-
LETA, PRE-CLIVAGEM E FIXAGAO

v QUALIDADE DAS LAMINAS E LAMINULAS
v QUALIDADE DO CORTE E DA COLORAGAO
v QUALIDADE DOS INSUMOS

v QUANTIDADE DE PROFISSIONAIS ADEQUADA A CAR-
GA DE SERVICO

v TEMPERATURA DA PARAFINA

v TEMPO DE LIBERAGCAO DO LAUDO
v. TEMPO DE PROCESSAMENTO

v USO DE FORMOL TAMPONADO

v VIGIAR O TEMPO DE FIXAGAO

v CONTEUDO DO LAUDO (PROTOCOLOS E MANUAIS
ADEQUADOS A CADA DIAGNOSTICO)

v CLAREZA DO LAUDO
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1. SETORES DO LABORATORIO
1.1 - AREA FiSICA

INTRODUGCAO

Um laudo de patologia é resultado da interagcdo dos diversos
setores do laboratério atuando em conjunto. Essa atuagao
deve ser:

1- Sinérgica;

2- Complementar;
3- Segura;

4- Padronizada;
5- Checada.

Cada conjunto de agdes é executado por um setor. Para que
esses setores sejam capazes de executar de maneira adequa-
da, deve-se primeiro dispor de area fisica apropriada, de modo
a possibilitar que as tarefas sejam empenhadas a contento, e
uma orientagdo administrativa consciente e comprometida com
a acao exercida.

Existe divergéncia sobre a area fisica minima para um labora-
tério. Entretanto, em nossa opinido, para um laboratério que
processa até 50.000 procedimentos diagndsticos anuais, sua
area é estimada em torno de 100m?. Essa area total deve ser
redistribuida em razao do tipo de atividade a ser desenvolvida
em cada setor, como:

Recepc¢ao de material 6m?
Area técnica (inclui macroscopia) 30m?
Area médica 20m?
Administragao 9m?
Secretaria/expedicao 9m?
Arquivo 9m?
Almoxarifado 9m?
Sanitario (para ambos os sexos) 8m?
Total 100m2
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E importante ressaltar que essa estimativa de area ndo é regra,
deve ser adaptada a cada realidade de acordo com o volume
de trabalho, composi¢ao de pessoal e projeto arquitetdnico.

Como regra geral, deve-se ter as seguintes preocupacdes am-
bientais:

¢ lluminacao suficiente;

o Higienizacao;

« Ventilagdo/renovagéao do ar;
e Segurancga.

Ao se planejar a instalacdo do laboratério, € de fundamental
importancia considerar os seguintes aspectos:

« Area disponivel;

o Distribuicao das areas em fungao dos demais setores;

o Capacidade operacional;

e Recursos humanos, por nivel profissional e administrativo;
e Recursos materiais;

« Manutencgao e conservacgéo.

Além desses aspectos, devem ser consideradas as seguintes
caracteristicas especificas:

e Local de acordo com o fluxograma do laboratério;
¢ A area fisica deve manter correlagdo com o numero de
profissionais que trabalhardo no setor;
« Quanto as condi¢cdes ambientais:
o O laboratério deve ser agradavel, confortavel e, de
preferéncia, distante de locais barulhentos;

o Deve haver uma boa ventilagéo e iluminacéao difusa
de moderada intensidade;

o Com relagdo aos méveis (mesa, bancada, cadei-
ra, bancos, solidos e nivelados), o revestimento da
mesa ou da bancada deve ser lavavel, de cor cinza



ou verde (a fim de reduzir a fadiga visual). Deve ha-
ver espaco suficiente para permitir ao usuario dispor
com facilidade do material de apoio necessario.

Toda equipe deve ter conhecimento basico de como proceder
frente as situagcdes de emergéncia surgidas no laboratério, bem
como estar familiarizada com o manejo e a localizag&o de equi-
pamentos, como extintores de incéndio, sistemas de alarme e
alerta para a concentracdo de substancias quimicas permitida
no ar atmosférico e os sintomas que indiquem intoxicacoes e
ou envenenamentos.

O laboratério € composto dos seguintes setores:

a) Recepgao das amostras

Nesse setor, as amostras devem ser identificadas e acompa-
nhadas das correspondentes requisicdes corretamente preen-
chidas (identificagdo completa do paciente, procedéncia do ma-
terial, dados clinicos e tipo de exame solicitado).

b) Macroscopia

Nesse setor, as bidpsias e pecas cirurgicas sao novamente
identificadas, descritas e clivadas, sendo posteriormente enca-
minhadas ao setor de processamento técnico, apds adequada
fixagdo em solucao de formalina tamponada.

¢) Processamento técnico

Nesse setor, o auxiliar ou técnico de laboratério verificara, an-
tes de efetuar o processamento necessario das amostras, a
correspondéncia de cada amostra com a respectiva requisi¢ao.
Em seguida, realizara o processamento técnico propriamente
dito para entdo encaminhar as laminas e requisi¢cdes para o
diagndstico microscopico.
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d) Microscopia

Nesse setor, procede-se a visualizagdo das laminas e sua ana-
lise dentro do contexto médico para entdo emissao do laudo.

e) Arquivos

Para esse setor, recomenda-se que as laminas de citologia que
apresentem resultado positivo, bem como as de histopatologia,
independente do diagndstico, sejam arquivadas por no minimo
5 (cinco) anos; para as laminas de citologia negativa, basta que
se arquive apenas a ultima; os blocos de parafina, por no mini-
mo 10 (dez) anos. As requisi¢cdes e os resultados dos exames
histopatolégicos devem ser arquivados segundo as técnicas
preconizadas para arquivos de laudos.

f) Secretaria

Nesse setor, executa-se a digitagcado dos resultados dos exames
(caso ndo tenham sido digitados diretamente pelo patologista)
e a expedicado dos diagnosticos, assim como a digitagao refe-
rente ao laboratorio.

Recursos humanos:
a) Composicao do pessoal
e Por nivel profissional:
o Auxiliar técnico;
o Técnico de histologia;
o Citotécnico (técnico de citologia)*;
o Citopatologista;Patologista.*
*Recomenda-se que para cada trés citotécnicos haja um citopatologista, en-

tretanto, essa relagéo de 1:3 entre o citopatologista e o citotécnico podera
sofrer modificagdes na medida em que o pessoal técnico desenvolver maior



capacitagao. Assim, naqueles laboratérios que possuem em seus quadros
profissionais com maior experiéncia, € de esperar que tanto a produtividade
quanto a qualidade se aprimorem.

Por nivel administrativo:
Responsavel pelo laboratoério (gerente);

Auxiliar administrativo.Cabe ao auxiliar técnico, ao técni-
co e ao citotécnico:

Verificar a correspondéncia de cada amostra com a res-
pectiva requisi¢ao;

Verificar a qualidade do material a ser processado;
Processar as amostras citoldgicas e histologicas;
Encaminhar as laminas para diagndstico microscépico;
Preparar as solugdes e reagentes;

Executar outras tarefas correlatas.

Cabe exclusivamente ao citotécnico:

Realizar a leitura de todas as preparagdes citopatologi-
cas e encaminhar os casos positivos, 0os casos que te-
nham alteragcdo ao exame fisico ou colposcopia, ou que
traga duvida ao citopatologista, com os campos devida-
mente assinalados;

Solicitar, sempre que se fizer necessaria, a orientagcao
do citopatologista;

Participar ativamente da rotina do laboratério nos seto-
res de recepgao, processamento técnico, arquivo e do-
cumentacao.

O citotécnico devera, ainda, estar capacitado para a leitura de
acordo com sua jornada de trabalho:

Jornada diaria Volume de trabalho
8 horas 100 laminas
6 horas 80 laminas

4 horas 60 laminas
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O citopatologista € responsavel pelo diagnostico de todos os
casos, contudo, a leitura inicial das amostras é realizada pelo
citotécnico.

Cabe ao citopatologista (como responsavel pelos diagndsticos
citopatoldgicos):

Verificar, no minimo, 10% dos casos negativos e se 0s
diagndsticos estéo corretos;

Diagnosticar os casos de citologia positiva previamente
triados pelos citotécnicos;

Esclarecer as duvidas dos citotécnicos;

Separar os casos de interesse cientifico para estudo
com a equipe do laboratério;

Supervisionar o trabalho dos técnicos e auxiliares.

Cabe ao patologista (como responsavel pelos diagndsticos his-
topatolégicos):

Executar e supervisionar a descricdo macroscopica e
clivagem das biopsias e pegas cirurgicas e elaborar os
laudos microscopicos;

Fazer a correlagao cito-histopatolégica das lesdes cervi-
couterinas e de outras localizagdes;

Separar os casos de interesse cientifico para estudo
conjunto com o staff do laboratério;

Supervisionar o trabalho dos técnicos e auxiliares.



CAPITULO |
FASE PRE-ANALITICA
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FIXAGAO

E pré-requisito a fixacdo dos esfregacos, bidpsias ou pecas ci-
rurgicas, visando a preservagao da estrutura celular e conser-
vacao dos detalhes, com um minimo de distor¢cao e artefatos.

As solugbes empregadas com essa finalidade recebem o nome
de “fixadores”, e sua escolha depende do material a ser exami-
nado, do que se pretende estudar e da técnica de coloracao a
ser utilizada.

a) Para os exames citologicos:
« Alcool absoluto ou alcool a 95%;

« Solugao fixadora liquida a base de polietilenoglicol e alcool
a 95%, sob a forma liquida, para uso em “gotas” ou spray.

Recomenda-se que:

o A fixacéo seja realizada de forma rapida e apropriada,
a fim de evitar dessecamento com distor¢ao celular e
perda da afinidade tintorial. O tempo de fixagao varia,
em média, de 10 a 60 minutos. Entretanto, a amostra
podera permanecer na solugao fixadora durante alguns
dias sem que haja prejuizo;

¢ Os fixadores devem ser filtrados e renovados periodica-
mente;

o Use, de preferéncia, etanol;

« Os esfregagos fiquem totalmente imersos no recipiente
que contém as solugoes fixadoras.

Quando os esfregagos apresentarem defeito de fixagédo, por
exemplo, dessecados, a corregdo deve ser feita seguindo-se
orientagdes abaixo:

« Colocar a lamina em um recipiente contendo glicerina e
agua destilada durante 3 minutos; a seguir, banhar em
alcool a 95% e em agua por 15 minutos e, finalmente,



fixar em alcool a 95% por 10 minutos. Encaminhar para
coloragéo.

b) Para os exames histolégicos:

A solugédo fixadora de rotina para a histopatologia, bidpsia e
peca cirurgica é a formalina tamponada (formol tamponado a
10%). A amostra deve ser, imediatamente apds sua retirada,
submersa em recipiente contendo o agente fixador. O tempo
medio ideal de fixacdo € de 6 a 48 horas, variando de acordo
com o indice de fixagdo. Em geral recomenda-se que as amos-
tras com 1mm de espessura permaneg¢am 8 horas no fixador.

A fixagdo tem como objetivo:

1. Preservagao da morfologia do tecido;
2. Preservagéo dos antigenos do tecido.

Para que isso ocorra, o melhor fixador é a formalina (formaldei-
do 37% diluido em propor¢ao 9:1).

O formaldeido com o tempo vai oxidando e se torna acido for-
mico, que vai corroendo os antigenos do tecido, por isso a ne-
cessidade de o formol ser tamponado, que preserva o PH entre
7-7,3 e ndo agride o tecido.

O tempo de fixacdo também influi no resultado. Para que os an-
tigenos se preservem, a fixagdo deve ser, no minimo, de 6 ho-
ras e, no maximo, de 72 horas; menos do que isso nio fixara de
maneira apropriada, € mais do que isso alterara os resultados
de coloragao histoquimica, imuno-histoquimica e de eventuais
pesquisas genéticas ou moleculares.
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Tempo de fixagao Status O que fazer

Se possivel, aguar-
dar; se for urgente,
processar

Fixado, mas nao

De 6 a 12 horas L.
otimo

Fixado, mas nao | Processar imediata-

48 a 60 horas

otimo mente

Fixado, mas nao | Processar imediata-

60 a 72 horas L - .
otimo mente

E facil entdo perceber o impacto de a coleta ser correta e da
fixagcdo apropriada. A etapa pré-analitica (como todas as eta-
pas) pode definir e influenciar o resultado com impacto e alterar
o diagnéstico, o progndstico e o tratamento do paciente. Por
conta disso, recomenda-se que o laboratério entre em contato
com as unidades clinico-cirurgicas com as quais habitualmente
tenham relagdo e oriente a maneira correta de acondicionar,
em vistas de evitar artefatos pré-analiticos que podem por ve-
Zes nao ser possiveis de corrigir ou minimizar.

a) Recepcéao

As amostras, fragmentos e pecgas cirurgicas séo recebidas, fi-
xadas em formalina tamponada e acompanhadas da “Requisi-
cao de exame”, esta devidamente preenchida nos campos:

« Nome do(a) paciente®;
« ldade/Data de nascimento*;
o Género (M/F)*;



« Nome da mae, quando possivel,

o Documento de identificacdo/Numero de prontuario;
o Material a examinar®;

« Tipo de exame solicitado (AP, CP, IHQ, IF, PM) *;

« Hipotese diagnéstica clinica, quando relevante®;

o Dados de exames complementares;

o Data e hora da coleta;Nome do médico solicitante e
CRM*;
o Numero de frascos.

Registros das amostras:

As amostras devem ser registradas. Sugere-se que esse regis-
tro indique qual procedimento diagnéstico sera efetuado. (Co-
locar antes do numero do registro as letras B ou PC [bidpsia ou
peca cirurgica). B- 142/85; PC- 148/85, por exemplo). O registro
s6 deve ser feito apds a checagem das condigbes do material
a ser examinado.

b) Macroscopia
Descricao/selegao das amostras:

Deve ser realizada em ambiente apropriado, com material de
apoio especifico: luvas, pinga, tesoura, bisturi, régua, vidros
com solucdes fixadoras, lapis etc. Essa € uma tarefa médica,
mas eventualmente pode ser desempenhada por técnico devi-
damente treinado, entretanto, a responsabilidade fica a cargo
do médico patologista.

O material é descrito em relagdo ao seu tamanho, peso, espes-
sura, dimensao, consisténcia, coloracéo e caracteristicas ma-
croscopicas relevantes. O manuseio do material deve ser firme,
mas efetuado com delicadeza.
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Acondicionamento dos fragmentos:

Cumprida a etapa anterior, o material € acondicionado em cas-
setes apropriados com orificios que permitam a entrada das
solugdes e vedado com uma tampa. O material entdo é enca-
minhado para o processamento histoldgico.

c) Processamento histolégico

O processamento histolégico desidrata e diafaniza a amostra.
Seu tempo pode variar de acordo com o tamanho do mate-
rial, tipo do material, equipamento e insumos utilizados. E fun-
damental que haja padronizagao no laboratério para garantir
que as diferentes amostras cheguem todas com o mesmo perfil
para o corte e coloragao.

INCLUSAO E CORTE
INCLUSAO

Apds o processamento histoldgico, o técnico recolhe as amos-
tras e entdo as inclui em parafina para que se possa realizar os
cortes histolégicos. A inclusao deve ser feita de acordo com os
protocolos de cada amostra e intuito diagndstico, de maneira
que permita ao patologista avaliar microscopicamente as ca-
racteristicas necessarias para o laudo.

Importante observar alguns pontos:

o Temperatura da parafina

o Recomenda-se que esta seja constantemente moni-
torada e n&o ultrapasse 68°.

e Pureza e qualidade da parafina

o Parafinas impuras podem ser muito maleaveis ou
muito duras, o que dificulta seu manuseio sem em-
pregar agentes espessantes; caso seja necessario o
uso destes, evitar os que contenham DNA exogeno
(cera de abelha).



« ldentificacdo da amostra

o A inclusao deve ser feita com extremo cuidado e
atencado de maneira que nao ocorra troca de identifi-
cacao, e que seja possivel manter a rastreabilidade
da amostra.

e Quantidade de fragmentos por bloco

o Deve-se ter atencao a quantidade de fragmentos por
bloco para que se consiga recortar de maneira que
seja possivel analisar toda a amostra, sem que haja
perda de alguma area.

o Em bidpsias por agulha (pulmé&o, préstatas e mama
por ex.), recomenda-se ndo mais que 3 fragmentos
por bloco.

CORTES HISTOLOGICOS:

Os blocos sédo submetidos ao corte, necessitando de microto-
mo e jogo de navalhas. O bloco € colocado no suporte e, para
o corte, deve obedecer a um adequado angulo de inclinagao.
O conjunto bloco/micrétomo é submetido ao corte, inicialmente
para desbastar e nivelar sua superficie, de modo que fique ali-
nhado e se permita cortar uma sequencias de blocos todos com
0 mesmo angulo, de maneira que se poupe a amostra.

Apos o nivelamento dos blocos, com outra navalha séao reali-
zados os cortes histologicos. A espessura média de cada corte
€ de cerca de 3 micrbmetros. Os cortes, uma vez espalhados,
sao “pescados” em laminas previamente limpas e identificadas.
ApOs essa etapa, procede-se a secagem dos cortes e, em se-
guida, desparafinizagao.

A espessura do corte pode variar de acordo com a coloracio a
ser realizada, a espessura de 3um acima se refere a coloracao
de rotina (HE), mas para Vermelho Congo, por exemplo, € ne-
cessario ser mais espesso, em torno de 10um.
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COLORAGAO DE ROTINA

Um laboratério de patologia utiliza multiplos métodos de
coloragao, cada qual destinado a uma fungao. A chamada
coloragao de rotina é a mais frequentemente utilizada, sen-
do para procedimentos histolégicos, a coloragao baseada
em Hematoxilina e Eosina e, para citologia, a coloragao de
Papanicolaou.

Citopatologia

As amostras sao processadas segundo a técnica de Papanicolaou:
« Alcool etilico a 80%:;
o Alcool etilico a 70% - 6 a 8 imersdes em cada recipiente;
o Alcool etilico a 50%;

« Agua destilada - 20 a 30 segundos (até a agua escorrer
naturalmente da lamina);

o Hematoxilina de Harris - 1 a 3 minutos (corante nuclear);
« Agua - remover o excesso de corante;

e Solucao saturada de carbonato de litio;

e Solucdo de HCl a 1% - 6 a 8 imersdes em cada recipiente;
« Agua corrente - 6 minutos;

« Alcool etilico a 50%;

« Alcool etilico a 70% - 6 a 8 imersdes em cada recipiente;
« Alcool etilico a 80%;

« Alcool etilico a 95%:;

e Orange G 6 - 1 minuto e 30 segundos;

« Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

« Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

« EA-26;

o Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

« Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

« Alcool etilico a 100% - 1 minuto;

¢ Xilol - 1 minuto;
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Xilol - 1 minuto;
Xilol - 1 minuto;
Montagem das laminas.

Outra opgao € a técnica de Shorr “modificada”:

Alcool etilico a 80%;
Alcool etilico a 70% - 6 a 8 imersdes em cada recipiente;
Alcool etilico a 50%:;

Agua destilada - 20 a 30 segundos (até a agua escorrer
naturalmente da lamina);

Hematoxilina de Harris - 6 a 10 minutos (corante nu-
clear);

Agua - remover o excesso do corante;
Corante “Shorr” - 1 minuto;

Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

Alcool etilico a 95% - 1 minuto;

Xilol - 1 minuto;

Xilol - 1 minuto;

Montagem das preparagoes.

Histologia

A técnica de coloragéo rotineira é a de HE (Hematoxilina - Eo-
sina). Aladmina contendo o corte ja desparafinado e identificada
deve ser submetida ao seguinte processo:

Agua destilada - 6 a 8 minutos;Hematoxilina - 10 minutos;
Agua - remogao do excesso de corante;

Solucédo de HCl a 1% - 6 a 8 imersodes;

Agua corrente (controle da coloragao ndcleo/microscopio);
Eosina - 1 a 2 minutos;

Alcool etilico a 95% - 6 a 8 imersdes;

Xilol;

Xilol — Montagem.
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ApoOs o processo de coloragdao, em qualquer uma das técni-
cas, as laminas sao enxugadas, imersas no xilol, clarificadas e
diafanizadas. Procede-se a montagem utilizando balsamo do
Canada ou similar e xilol.

Etiquetar com o numero do registro do laboratério apés a con-
feréncia da preparagao com a requisi¢ao do caso.

COLORAGOES HISTOQUIMICAS (ESPECIAIS)

Existe um sem-numero de possiveis coloragbes especiais; €
impossivel listarmos todas, cada coloragdo tem uma finalidade
especifica: pesquisa de agentes infectocontagiosos (fungos,
B.A.A.R., bactérias etc.), pesquisa de metais e ions (Perls, Ro-
danina para ferro e cobre, por exemplo), pesquisa de glicogénio
(PAS, por exemplo).

No fim do manual temos um compilado de como preparar a
maior parte das coloragdes (de rotina e especiais) em um labo-
ratério, sendo que se recomenda dar preferéncia ao uso de kits
prontos, pela facilidade de sua padronizagdo. Caso a coloragao
seja feita in house, sera necessaria sua validagcao antes do uso,
bem como conferéncia de tempos de imersao antes da rotina.

TECNICAS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica quando surgiu, sendo em se-
guida difundida, revolucionou a patologia. Mas ela nada mais
revela do que a expressao proteica do tecido, o que permitiu
aprofundar o conhecimento das neoplasias, refinar suas sub-
classificagdes e, com isso, cada vez mais personalizar os tra-
tamentos com resultados cada vez melhores. Existem varias
técnicas de imuno-histoquimica, com pequenas variagbes de
uma para outra, todavia, suas etapas basicas envolvem:

1. Fixacado adequada;
a. A amostra deve ser fixada em formol tamponado 10%,
por um tempo nao inferior a 6 horas e que idealmente
que nao ultrapasse 72 horas;



b. A amostra ndo deve ter isquemia fria superior a uma
hora;

c. A amostra deve ser processada assim que possivel.

Processamento histopatolégico adequado;

a. A amostra, estando bem fixada, passara pela desidra-
tacdo e diafanizacdo; caso esta ndo seja adequada, a
preservacao do tecido posteriormente nao é adequada
e pode prejudicar a amostra armazenada no bloco de
parafina.
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Selecéao de anticorpos;

a. A imuno-histoquimica € uma ferramenta de precisao e
nao uma metralhadora giratoria, ha que se ter o objetivo
do procedimento claro e seguir as etapas e protocolos, e
muitas vezes sao varias reagdes, uma a seguir da outra,
de acordo com o direcionamento do fluxograma.

Desparafinizagao e recuperagao antigénica;

a. Ha que se permitir o intimo contato do anticorpo para
com o antigeno que se esta pesquisando, e para isso 0
antigeno deve estar preservado (fixacdo) e exposto. O
processo de fixagcado “esconde” os epitopos antigénicos,
e a recuperagao antigénica tem como intuito sua exposi-
¢ao, permitindo que ocorra a reagao antigeno-anticorpo.

Incubacéo do anticorpo;

a. Com o antigeno preservado e exposto, o anticorpo € in-
cubado para que ocorra a reagao com o antigeno;

b. Seu excesso é retirado e entdo se adiciona o polimero

para amplificar a revelagao do cromdgeno; 0s excessos
também sao retirados.

A amostra € entdo contracorada por Hematoxilina e a lami-
na € montada de maneira habitual para sua leitura.




E importante ressaltar a padronizacgéo das reacdes. Apesar de
hoje a maioria dos anticorpos serem ready to use, isso nao sig-
nifica que a padronizacdo é igual. Multiplos fatores influenciam
e impactam nisso, para citar alguns:

o Temperatura;

e Umidade;

e Pressao atmosférica;

e Tempo de incubacéo;

o Qualidade da agua;

¢ Inclinagdo da bancada;

¢ Armazenamento dos insumos;
o Fixacdo da amostra;

e Processamento da amostra;

e Qualidade da parafina da amostra;
« Armazenamento dos blocos;
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Como dito, a imuno-histoquimica é uma continuacao do proce-
dimento habitual, portanto, a qualidade deste impacta direta-
mente em seu resultado.

TECNICAS PARA PATOLOGIA MOLECULAR

Objetivo:

o Boas praticas para laboratoérios incorporarem ao seu flu-
xo de trabalho de anatomia patoldgica na rotina usual
em todos os casos, considerando que o material sera
utilizado para teste molecular;

« Conceitos para selegao de material pelo patologista para
teste molecular;

« Nao tem como objetivo descrever as técnicas molecu-
lares.




Conceitos:

e A maior parte dos testes moleculares em oncologia s&o
realizados em tecido fixado em formalina e embebido
em parafina, portanto, sdo necessarios cuidados espe-
ciais em todas as fases que envolvem o processamento
de um espécime anatomopatoldgico para garantir a qua-
lidade e viabilidade de realizar um teste molecular;

o Como teste molecular considera-se aqueles que utilizam
as moléculas de DNA e/ou RNA por meio de técnicas
de sequenciamento, PCR e suas variantes, metilagao,
expressao génica, hibridizagdes in situ de DNA e/ou de
RNA. Inclui também biomarcadores pesquisados em es-
tudo imunoistoquimico e, portanto, proteinas;

o Considerar que todo espécime pode ser potencialmente
indicado a ser utilizado em teste molecular, em momen-
to atual ou futuro, no cenario de rotina diagndstica para
fins de tratamento ou de pesquisa, com consentimento
do paciente, e é de responsabilidade do laboratério que
processou o espécime garantir a integridade das molé-
culas de DNA/RNA e proteina;

e O fluxo somente sera incorporado por todos os setores
do laboratério se os funcionarios forem engajados nos
conceitos minimos basicos de patologia molecular, im-
portancia e suas aplicagoes;

e Alguns conceitos foram abordados previamente dentro
de cada topico especifico deste manual (ex.: fixagao,
corte etc.), mas sera reforcado e complementado aqui
para o contexto especifico de teste molecular;

e Os cuidados relacionados ao teste molecular incluem
tanto o fluxo do laboratorio, visando a preservagéao/in-
tegridade das moléculas, como também o conceito de
contaminagao entre espécimes, que no cenario molecu-
lar pode ser muito mais microscopico do que no cenario
de rotina de avaliacdo de H&E.
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Cuidados pré-analiticos com o espécime visando utiliza-
¢ao para teste molecular

Tempo de isquemia (tempo entre retirada do espécime do pa-
ciente e sua inser¢ao em fixador):

e Apoés retirada, o material deve ser colocado imediata-
mente em formalina tamponada, sendo o tempo ideal
em até 10 min e aceitavel em até 1 hora.

Fixacao:
¢ Uso de formalina tamponada a 10% com pH entre 6,9 e

71.

o Obedecer as recomendagdes gerais acerca do volu-
me do fixador para volume de tecido de no minimo
5:1 e preferivel 10:1;

o Submergir o tecido inteiramente no fixador;

o Estabelecer fluxo nos centros cirurgicos e/ou labo-
ratorios de clivagem dos espécimes grandes para
fixacdo se a macroscopia nao for ser realizada ime-
diatamente;

o Tempo de fixagdo: minimo 6 horas, maximo 24-48
horas a depender do tipo de tecido.
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Macroscopia:
o Atentar para possibilidades de contaminacao cruzada em
espécimes na macroscopia, incluindo bidpsias pequenas
e pegas grandes. Cuidados em usar pingas e navalhas
limpas entre os casos e refor¢co de limpeza da bancada
de trabalho;

o Espessura dos cortes de pecgas cirurgicas para permitir
fixagdo adequada e processamento histologico adequa-
do. Em geral, maximo de 4-5mm de espessura;

e Protocolo de separagédo de fragmentos de bidpsias na
macroscopia em mais de um bloco para otimizar a uti-
lizagdo da amostra entre as diversas necessidades de
estudos complementares.




Descalcificacao:

o Para teste molecular, o ideal € evitar a descalcificagdo
sempre que possivel, uma vez que as solucdes descalcifi-
cantes sabidamente agridem os tecidos, causando maior
degradagao das moléculas. Na tentativa de se evitar le-
séo tecidual, procurar fazer antes da descalcificagao:

o Raspagem/esfregaco/“imprinting” de bidpsias 0Os-
seas no momento do procedimento para obtencao
de amostra celular citolégica sem descalcificagao
para uso em teste molecular. Estes podem ser fixa-
dos em alcool;

o Separagao na macroscopia da parte amolecida da
parte endurecida do material para inclusdo em blo-
cos distintos com e sem descalcificagao.

e Antes de ser submetido a qualquer processo de descal-
cificacdo, o material deve ser previamente fixado;

e Na necessidade de descalcificagao, a utilizacdo de EDTA
€ mais indicada que outros tipos de acidos. Atentar para:

o Evitar exposigao prolongada desnecessaria. Indivi-
dualizar tempo de exposi¢ao a solugado de descal-
cificagdo com checagens frequentes e ndo apenas
obedecendo o tempo padrao;

o Lavagem adequada do fragmento apds descalcifica-
¢ao antes do processamento.
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Processamento histolégico:
e Se processamento manual, possuir mecanismos de con-
trole para garantir os intervalos de tempos de cada etapa;

o Se automatico de “sistema aberto”, possuir mecanismos
de seguranca para casos de falha do aparelho, como,
por exemplo, apenas usar o aparelho em momentos em
que existam pessoas no laboratorio;

e Se automatico de “sistema fechado”, garantir adequa-
¢ao de manutengdes preventivas e troca de reagentes
segundo indicag¢des do fabricante;

o Controlar qualidade, pureza e frequéncia de troca dos
reagentes.




Inclusao:

« Uso de parafina de alta qualidade (baixa temperatura de
derretimento, recomendado menor que 60°C) para evi-
tar submeter o tecido a altas temperaturas e consequen-
te degradacao de moléculas;

« N&o misturar ou adicionar outros tipos de substancia a
parafina;

o Nao reutilizar parafina (risco de contaminagéo de amos-
tras);

e Atentar para eliminar possibilidade de contaminagao
no processo de inclusdo, como cuidados com a pinga e
com a bancada do inclusor, entre outros.
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Microtomia:

Aqui vamos considerar especificidades da rotina de microtomia
para cortes que serao usados com finalidade molecular.

« Contaminagé&o:

o Necessidade de cuidado intenso para eliminar possi-
blidade de contaminagao entre casos. Ideal que haja
treinamento de um técnico para essa rotina especifica,
separar um momento da rotina e um micrétomo espe-
cifico para uso dos cortes com finalidade molecular;

o Recomenda-se para casos nos quais sera feita ex-
tracdo de moléculas (DNA e/ou RNA), se possivel:

« Evitar uso de agua corrente e substituir por agua
destilada e/ou outros tipos de agua purificada;

e Uso de cuba separada de banho-maria em rela-
céo ao da rotina geral, com troca de agua entre
casos;

e Uso de navalha individual para cada caso;

e Uso de luvas por parte do técnico para manipular
0 material,

e Uso de solucbes contendo DNases e RNAses

para limpar o micrétomo e superficies entre os
casos.




e Tipos de laminas e/ou tubos:

(@]

o

Testes de hibridizagdo in situ: laminas com carga;

Uso para extragao de DNA e/ou RNA: laminas sem
carga. Tubo eppendorf estéril.

o Espessura do corte:

(@]

A espessura do corte dependera do tipo de teste que
sera realizado e da sinalizagao prévia do patologista
acerca do tipo de corte a ser feito:

o Testes de hibridizagao in situ (FISH/CISH/SISH):

e FISH: cortes de 3-7 micra dependendo do tecido.

o Para posterior extracdo de DNA e/ou RNA:

e Se apos sinalizacdo do patologista que sera
necessario enriquecimento da area do bloco
com disseccdo manual (“scrapping”), fazer
cortes em laminas sem carga com espessura
de 5 a 10um, a depender de experiéncia e va-
lidagc&o do laboratorio. Ideal inserir apenas um
corte de tecido por lamina;

e Se apos sinalizagao do patologista de que néao
sera necessario enriquecimento da area do
bloco, e sim sera usada a area total do tecido,
fazer cortes de 5 a 10um (“rolinho”) e colocar
diretamente em tubo estéril de eppendorf:

e Necessario atentar para volume excessivo
de parafina no tubo.

o Armazenamento de |laminas e/ou tubos apods corte:

[¢]

Laminas para testes de hibridizacao in situ: até a
realizagao da reagao, o cuidado de armazenamento
da lamina devera seguir o mesmo das laminas para
estudo imunoistoquimico. Podera ser guardada em
temperatura ambiente e com banho de parafina;

Laminas para uso de extracdo de DNA e/ou RNA:
deixar secar. Apos seca, pode ser acondicionada em
temperatura ambiente por alguns dias;
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o Em ambas as situagdes, o ideal é tentar cortar as
ldaminas apenas ja com previsdo de uso.

Arquivo/Armazenamento de blocos:

¢ Os blocos de parafina devem garantir ser acondiciona-
dos em locais:

o Sem umidade;
o Sem exposigao direta a luz solar;

o Livre de possibilidade de contaminagao por agentes
biolégicos externos, como fungos e bactérias;

o Temperatura ambiente (18°C - 25°C).

Selecao de caso para teste molecular pelo patologista
o Escolha do espécime a ser testado:

o Deve ser em conjunto com entendimento do teste
solicitado e com o médico solicitante e considerar os
seguintes itens:

» Bidpsia ou peca cirurgica;

e Pré ou pos-determinado tratamento (quimiotera-
pia, tratamento com droga alvo, radioterapia);

e Primario ou metastase;

e Tumores sincrénicos;

o |dade dos espécimes e condi¢ao de armazena-
mento do material.

e Escolha do bloco a ser testado dentro de um espécime:

o Deve ser em conjunto com o entendimento do teste.
Para os casos em que se deseja amostra tumoral
para extracdo de DNA e/ou RNA, considerar:

e Amostra com combinag¢ao de maior volume tumo-
ral e pureza tumoral (celularidade tumoral). Para
este item, considerar a porcentagem de nucleos
tumorais em relacdo aos nucleos nao tumorais
(linfocitos, macrofagos, neutrofilos, células epite-
liais, vasos, estroma etc.). Erro frequente é con-



siderar a area ocupada pelo tumor em detrimento
ao conteudo daquela area;

« Evitar areas de necrose, pigmentacéo intensa, ex-
cesso de mucina e areas com artefato de fixagao.

o Escolha da forma de corte a ser realizada para extracao
de DNA e/ou RNA:

o Ha possibilidade de usar o corte total do bloco (tubo)
para fins de extragdo ou cortes em laminas histo-
|6gicas (scrapping) para fins de dissec¢cdo manual
quando é necessario enriquecimento da celularida-
de tumoral na amostra:

o Corte total pode ser feito quando a celularidade
tumoral obedece a necessidade minima estabele-
cida para o teste molecular a ser realizado. Cada
teste molecular possui uma necessidade espe-
cifica de porcentagem de celularidade tumoral.
Técnicas mais modernas, como sequenciamento
de nova geracdo (NGS), em geral sdo validadas
para testar casos com minimo de celularidade tu-
moral de até 20%;

e Laminas para disseccdo manual sdo realizadas
quando considerado que o uso do corte total do
bloco ndo obedece a quantidade minima de pure-
za tumoral necessaria para o teste, ou acarretaria
na inclusdo de muitas areas de necrose, mucina,
pigmento, entre outros. Para isso, o patologista
seleciona na lamina de H&E a area que deve ser
dissecada pelo técnico no laboratério de patolo-
gia molecular.
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FASE ANALITICA

A fase analitica tem como objetivo tornar concreto o produto da
analise pelo patologista. A medicina € uma arte que se baseia
na estatistica e em modelos matematicos, a por¢ao subjetiva
dela é a interpretacdo dos sinais e sintomas que o paciente
apresenta e relata, e transformar isso em dados brutos e em
diagndstico.

A patologia mais, do que as outras especialidades, apoia-se
nisso e sofre com isso. Muitas das nossas avaliagbes tém um
grande viés de subjetividade e, portanto, podem sofrer grandes
variagdes. Por conta disso, ha recomendacéo de alguns cuida-
dos universais:

o Cada amostra deve ter uma identificacao unica, que per-
mita sua identificagao e localizagdo ao longo de todo o
processo;

e« Ha que se correlacionar sempre toda amostra com os
diagndsticos prévios;

e Sempre que possivel (principalmente em diagndsticos
que envolvam neoplasias malignas), haja conferéncia
no diagnéstico;

e Que antes de iniciar a rotina de coloracéo esta seja che-
cada e, se necessario, ajustada;

« Toda leitura de lamina deve ser efetuada dentro dos limi-
tes da instituigdo:

o Limite fisico, da estrutura convencional do laboratério;

o Limite virtual; com o advindo da telepatologia, os
limites foram ampliados para além do fisico, mas
atengao, nao é permitido que a leitura seja feita em
qualguer computador em qualquer lugar. A telepato-
logia nada mais € do que uma nova ferramenta para
se fazer a mesma especialidade, portanto, cabe os
mesmos cuidados que se tém de rotina (adicionados
de outros ligados especificamente ao ambiente digi-
tal/virtual), o ambiente deve ter alvara sanitario, ser
um ambiente tranquilo e que possibilite consulta a
referéncias bibliograficas.



Os procedimentos do laboratério devem ser organiza-
dos e formalizados (a nhomenclatura padréao para esses
documentos sdo POP — Procedimentos Operacionais
Padrao);

Ha que se ter vigilia e cuidado sobre a carga de trabalho
dos colaboradores, para que estes nao fiquem sobre-
carregados e possam se dedicar de maneira primorosa;

Ha que se utilizar a padronizacado de laudos da OMS,
podendo ser complementada com protocolos especifi-
cos (SBP, CAP, RCP etc.).

Diagnésticos criticos. E uma das poucas situacdes de
urgéncia na patologia. Uma situacao de risco de morte
ao paciente ou uma situagdo em que seja preciso uma
agao deve ser tomada assim que possivel. Abaixo estao
algumas situagdes possiveis e consideragdes sobre seu
peso, impacto e sugestdes de acéo a se tomar.

Diagnéstico critico

Diagndstico critico é definido como toda situagéo que:

Possa indicar risco de morte ao paciente;
Achados nao esperados em condigdes triviais;

Achados discrepantes em relagdo a exames anteriores
ou diagnésticos prévios, com possivel alteragédo em con-
duta clinica.
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Condicéo Descrigcao
Material de visceras em pungdes de cavidades ocas
Gordura em espécimes de curetagem
Células mesoteliais em biopsia cardiaca
Gordura em mucossectomias
Sinais de rejeicdo aguda em transplantes

Casos com
consequén- Glomerulopatia crescéntica
cias clinicas Vasculites leucocitoclasticas
imediatas Curetagem de abortamento sem vilosidades ou células
trofoblasticas
Neoplasias malignas em sindromes de veia cava superior
Infiltragcdes neoplasicas causando paralisias
Neoplasias hematopoéticas de alto grau de malignidade
Microrganismos em liquido cefalorraquidiano
Microrganismos em lavados bronco-alveolares
Fungos em puncao de agulha fina
Inflamatérias Colbnias bacterianas em valvas cardiacas
ou infecciosas Herpesvirus em citologia cervicovaginal

Material abscedido ndo esperado
Doenga granulomatosa crénica nao suspeitada
Corpos estranhos em pecas cirurgicas

Discordancia maior entre o exame de congelacéo e exa-
me definitivo

Discordancia maior entre achados citoldgicos de pungao
aspirativa e material tecidual

Discordancia maior entre avaliagao in situ e resultado
definitivo em procedimentos intervencionistas

Achados ines- Neoplasias em locais incomuns (sacos herniarios, disco
perados ou intervertebral, produtos de hemorroidectomia, amidalec-
discrepantes tomias ou apendicectomias etc.)

Auséncia de material anatémico referido no pedido de
exame

Frascos sem o respectivo material detectavel

Nao confirmacéo do diagndstico em paciente com ci-
rurgia agendada e que implique em conduta cirurgica
diferente



Achado ou confirmagéo de neoplasias em procedimen-
tos diagnésticos

Discordancia entre a impressao clinica de neoplasia € a
auséncia desta no material histopatoldgico

Neoplasias  Presenca de neoplasia maligna em casos de diagnostico
clinico de neoplasia benigna

Procedimentos para confirmagao de metastases

Discordancia entre diagnostico original e da revisdo do
caso, interna ou externa.
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FASE POS-ANALITICA

Fase pos analitica sdo os cuidados que se tem apos a liberagao
do laudo, como, por exemplo:

e Laudo liberado dentro do prazo acordado;

o Caso veja que havera atraso, avisar em tempo habil o
paciente;

o Entrega de resultado deve ser feita mediante protocolo
de entrega;

« Conteudo do laudo adequado, trazendo pelo menos:

o Nome do paciente, idade, género e seu registro de
identificacdo na instituicdo (numero operacional) e
outro parametro identificador sempre que possivel;

o Nome do médico/profissional requisitante do exame;

o Legivel, em lingua portuguesa, datado e assinado
por patologista ou citopatologista responsavel;

o Conter a identificacdo da instituicdo, com endereco
completo e telefone em area visivel,

o Nome e registro no CRM do Responsavel Técnico
pela institui¢ao;

o Conter a data de coleta (quando registrada na requisi-
¢cao médica) e da entrada do espécime na institui¢ao;

o Conter a data de emissao do laudo;

o Especificagao do tipo de exame realizado, sitio ana-
tdbmico de onde foi obtido o espécime;

o Metodologia utilizada para realizagcdo do exame,
quando aplicavel;

o Descrigdo da macroscopia, com designacdes espe-
cificas de blocos de acordo com a clivagem nas pe-
¢as em que haja mais de uma regido/sitio anatémico
(obrigatdria), descricdo da microscopia (opcional);

o Conclusao diagnostica;

o Observagdes pertinentes a interpretagdo do laudo,
quando aplicavel.

o Caso seja necessaria retificacdo, e esta seja em area
critica, ndo pode ser alterado. O dado anterior deve ser
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preservado e deve ser feita uma complementacdo que
permita sua rastreabilidade e identificacao;

« Rastreabilidade e controle de acesso e seguranga de
usuarios de TI.

APOIO

A patologia € um ramo da medicina singular e unico. Além de
toda sua complexidade técnica e de conhecimento (que todas
as areas tém), por necessidade das etapas e de processo, €
obrigatoriamente uma atividade multidisciplinar e multiprofissio-
nal. E, portanto, obrigatoriamente uma empresa.

E, como toda empresa, ha que se ter o que se chama area de
apoio. Areas de apoio sdo todas as areas e setores da empre-
sa que nao sdo ligadas a atividade fim diretamente, como, por
exemplo:

o Faturamento;

« Controle de qualidade;
« Digitacdo (caso haja);
o Geréncia;

e RH;

e Limpeza;

« Contabilidade;

o TI;

o Descarte de materiais;
e Juridico;

o Etc.

Apesar de todas as areas serem necessarias ao desenvolvi-
mento, algumas podem ser terceirizadas e executadas fora da
empresa (contabilidade e juridico, por exemplo).

Existem diversos modelos e maneiras de se gerir uma empresa;
a que recomendamos para obtencao de melhor sistema organi-
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zacional é a Balanced Score Card (BSC, ou algo equivalente).

O BSC é uma metodologia que demonstra a interligacéo dos
setores da empresa e seu impacto. Sua definicao € obtida pelo
mapa estratégico da empresa.

O mapa estratégico € desenhado da seguinte maneira. Antes
de tudo, ha que se ter um objetivo claro de aonde se quer
chegar, uma visao de futuro pela qual deseje ser reconhecida.
Essa visdo delineia, portanto, a misséo, a sua razédo de existir,
que é parametrizada pelos valores (individuais dos fundadores
e do coletivo dos colaboradores), a empresa funciona inserida
em um contexto e ha, portanto, que se analisar o ambiente em
que ela se encontra inserida e, a partir disso, imaginar possi-
veis cenarios futuros. Com os cenarios futuros estabelecidos,
traca-se objetivos estratégicos que direcionam a empresa a sua
vis&o prévia estabelecida, e cada objetivo estratégico é atingido
por um (ou mais) planos de acéo.

o Visao;
e Missao;
o Valores;
¢ Analise do ambiente (S.W.O.T.);
e Cenarios;
o Objetivos estratégicos;
e Plano de agao:
o Planejado;
o Desenvolvido;
o Checado;
o Agir.

Um plano de acgao, para que possa ser planejado, executado
e mensurado, deve seguir algumas premissas basicas, deve
ter seu objetivo claro e estabelecido, um local de execucgéo,
um prazo para ser executado, um responsavel por sua execu-
cao, e este responsavel deve ter o ferramental adequado, um



orcamento estabelecido e um motivo (que é alinhado com os
objetivos estratégicos):

O qué? Onde? Prazo? Quem? Como? Quanto? Por qué?
Iniciativa! Local! Periodo! Responsavel! Ferra- Custo! Objetivos
menta estratégicos
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Os objetivos estratégicos podem variar de laboratério para la-
boratério, mas, como regra geral, séo 4 areas de atuagao:

Financeiro 4;
Clientes 3;
Processos 2;
Pessoal 1.

Bwn =

N&o existe um que seja mais importante que o outro, todos séao
interligados e codependentes. Para que haja lucro, os médicos
e pacientes devem confiar e procurar o laboratério, e para que
estes confiem, os processos devem estar atualizados e bem
executados, e para isso se depende de pessoal capacitado,
trabalhando com ferramental adequado, em um ambiente har-
monico e decente.

Com os objetivos estratégicos definidos, orientados pela visao
e com planos de agao tragados, temos 0 mapa estratégico

Mapa estratégico

Foco Objetivo | Acgéo (dos planos de agéo tragados)

Financeiro

Clientes

Processos internos

Gestéo de pessoas

E com o mapa estratégico e os planos de agao, temos o BSC
da empresa:
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Balanced Scorecard

Foco Objetivo | Indicadores Meta Iniciativas | Atual

Financeiro

Clientes

Processos
internos
Gestao de
pessoas

Vejam que no BSC surgiu um termo que ja devem ter ouvido fa-
lar: indicadores. Eles sdo a maneira de acompanharmos como
os planos de agao estao se desenvolvendo, se as agdes toma-
das estao satisfatorias ou se precisam de alinhamento.

A seguir temos algumas sugestdes de indicadores em patologia.

Indicadores do processo:
e Tempo de liberacao do exame:
o Estabelecer meta;
o Estabelecer parametro aceitavel.
« Relagao de numero de blocos/dia:
o Estabelecer unidade temporal.
« Relacao de concordancia em revisdes;
o Relacao de concordancia em citologia:
o Interna;
o Comparar com esperado de Bethesda.
« Proficiéncia no PICQ:
o Externa (SBP);
o Interna — minimo de 80%.
o Numero de exames de dupla checagem:
o Meta (40% reanalisar);
o Parametro aceitavel.

Indicadores da imagem:



o Numero de reclamacdes de clientes:

o Internos;
o Externos.
e Pesquisa com clientes:
o Médicos;
o Pacientes;
o Hospitais e clinicas;
o Operadoras.
e Numero de exames por médico.

Indicadores econdémicos:
e Custo por exame;
e Valor de compra de papel;
e Numeros de segundas vias;
e Numeros de glossa.
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CAPITULO IV
DESCARTE



Tempo de armazenamento de cada tipo de material:

10 anos para blocos de parafina e citologias cervicova-
ginais positivas;

3 meses para residuos de pecas cirurgicas (a contar da
liberagao do laudo);

5 anos para laminas (bidpsias/pecgas cirurgicas/imuno-
-histoquimica e citologia);

5 anos para laminas de citologia cervicovaginal negati-
vas (podendo guardar apenas a ultima citologia da pa-
ciente e descartar as demais);

Apds o envio do laudo impresso para o paciente/clini-
ca/hospital em que o paciente é atendido, ndo ha mais
obrigacao de reter copia impressa, entretanto, a copia
virtual/digital deve ser arquivada de forma permanente;

Se nao ha digitalizagdo de documentos, os pedidos de-
vem ser guardados por vinte (20) anos;

Havendo digitalizacdo de documentos, com nivel de se-
gurancga nivel 2, os documentos podem ser descartados
imediatamente apos seu uso. Entretanto, recomenda-
mos que a guarda seja de 5 anos.

Ao final da atividade, suas sobras devem ter um destino, po-
de-se optar por reuso e reciclagem do que for possivel (como
xilol, por exemplo), revenda (do xilol para empresas de tinta,
por exemplo) ou descarte.

Cada residuo tem regras proprias de armazenamento e des-
carte, que devem ser contempladas do PGRS do laboratdrio,
seguindo a legislagéo nacional, estadual e municipal. E, por-
tanto, impossivel se listar normas aqui se funcionem e aplicam
de maneira literal difusamente. E, no entanto, possivel dar as
orientac¢des e cuidados basicos:

Lixo administrativo:

o Descartar conforme lixo comum e seguir as orienta-
¢bes, rotinas e fluxos definidos pelo PGRSS, consi-
derando as cores preconizadas pela coleta seletiva.



e Lixo hospitalar:

(o]

Eliminar em sacos plasticos de cor branca, nos
quais deve estar impresso o simbolo de risco biolo-
gico; deve ser preenchido somente até a metade e
fechado de forma a evitar o derramamento de seu
conteudo. Esses sacos devem ser descartados no
local apropriado definido para isso contemplado no
PGRS.

e Residuos perfurocortantes:

(¢]

Concentram-se neste grupo as navalhas inteiras,
quebradas, laminas e outros objetos perfurocortan-
tes, que devem ser descartados em coletor rigido
(Descartex). O coletor deve ser colocado préximo ao
local onde existe a maior probabilidade de quebra de
laminas;

O coletor, ao atingir seu limite de carga (linha trace-
jada de cor preta proxima a borda superior da caixa),
deve ser descartado, junto ao sistema de coleta;

Laminas que contenham amostras que foram anali-
sadas devem ser guardadas por no minimo 5 (cinco)
anos.

 Residuos soélidos:

(o]

Descartar em saco plastico branco leitoso, contendo
simbolo de risco biolégico; quando possivel, utilizar
caixas rijas para evitar que o saco rasgue e ocorra
derramamento;

Cada caixa deve ser identificada de maneira que se
consiga localizar o residuo da amostra biologica até
0 seu descarte:

e Ano referente as pecas analisadas;
e Responsavel pelo encaixotamento;

o Data em que o material esta sendo levado para o
arquivo (armazenamento secundario);

e Periodo de entrada das peg¢as no laboratério;
e Previséo para o descarte (sempre apos 90 dias).
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« Residuos liquidos:

o

Descartar em galdes vazios, identificar o tipo de pro-
duto (xilol, formol etc.), mantendo sempre tampado.
N&o encher completamente a embalagem, deixando
um espacgo para acumulo de gases;

Manter ciclo de recolhimento conforme cronograma

acertado com a empresa responsavel pelo recolhi-
mento, conforme especificado no PGRS.
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MICROSCOPIO

A escolha do microscépio é fundamental. Se por um lado se
recomenda cuidado na escolha do aparelho, por outro também
merece atencao a area destinada a macroscopia, para que seja
adequadamente planejada.

Do microscopio

O microscopio € um instrumento éptico, mono ou binocular,
constituido de varios componentes, quer da parte mecanica,
quer da Optica, os quais se agrupam em quatro sistemas, a
saber:

e De suporte;

o« De aumento;
e De iluminacao;
e De ajuste.

a) Sistema de suporte

Compode-se de:
o Base ou pé: sustenta o aparelho propriamente dito;

o Coluna ou haste: sustenta o tubo e a fonte de iluminacéao
nas partes superior e inferior, respectivamente;

e Revolver: é uma pega movel onde ficam localizadas as
objetivas;

o Platina: destina-se a receber o objeto de estudo, € mu-
nida de presilhas ou parafusos Charriot, 0 que permite
a movimentacg&o do objeto de forma lenta e regular nos
sentidos horizontal e transversal;

« Tubo: traz na parte superior as lentes oculares e na infe-
rior as objetivas localizadas no revélver.

Além disso, o sistema possui dois parafusos (macrométrico e
micrométrico) que permitem a focalizagdo do objeto; o primeiro
de movimento rapido e o segundo de movimento lento. O prisma



localizado no interior do tubo trabalha os raios emanados da fon-
te luminosa.

Com referéncia ao tubo, recomenda-se 160mm como a distan-
cia ideal entre a ocular e a objetiva. Vale lembrar que a espes-
sura do “porta-objeto” € de 17mm.

b) Sistema de aumento

Constituido de lentes oculares e objetivas:

o Lentes oculares: destinam-se ao observador e tém au-
mentos de 4x, 6x e 10x;

e Lentes objetivas: destinam-se ao objetivo e tém varios
aumentos:

o Entre 1x e 2,5x — lupa;

o 4x — menor aumento;

o 10x — pequeno aumento;
o 40x — grande aumento;

o 100x — de imersao.

Cada objetiva deve vir assinalada com a NA (abertura numéri-
ca), que apresenta as seguintes variacoes (por ex.):

e 0,30 na objetiva de 10x;
« 0,65 na objetiva de 40x;
o 130 na objetiva de 100x.

A maior medida que a NA pode aumentar é chamada de PR
(poder de resolugéo). O poder de resolugdo* maxima ideal na
rotina laboratorial € de 0,25 mm.

c) Sistema de iluminagao
o Fonte de luz;

o Condensador: localiza-se entre a fonte de luz e a platina;
serve para captar os raios luminosos na direcdo de de-
terminado foco do objeto a ser examinado. Seu ajuste e
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localizag&o central, ao ser elevado, permite ao observa-
dor obter o maximo de iluminacéo, ocorrendo o inverso
ao ser abaixado;

Diafragma: amplia ou reduz o angulo, regula a entrada
de luz no condensador. Quanto mais aberto, maior a am-
pliacdo do angulo e maior a abertura numérica; conse-
quentemente, os minimos detalhes serdo observados,
desde que o contraste seja reduzido;

Filtro: quando presentes, sdo normalmente azuis. Seu
uso é opcional.

d) Sistema de ajuste

Constitui-se de:

Cremalheira (ou macrométrico), de avanco rapido, para
aproximacao do foco;

Micrométrico, de avanco lento, completa a focalizacao;
Parafuso para ajuste do condensador;

Parafuso para centralizacdo do condensador a frente,
esquerda ou direita. A centralizagao é feita em relacéo
a objetiva;

Elevador do diafragma, fixo ao condensador, fecha e
abre o diafragma, reduz e amplia o angulo e a intensida-
de luminosa;

Regulador de “platina mecanica”, destina-se a movimen-
tar o objeto. Seu uso é essencial na leitura dos prepara-
dos microscoépicos;

O condensador é ajustado até que o circulo luminoso
figue exatamente no centro do campo microscoépico.

Cuidados basicos com o microscopio.

A manutencao e conservacgao do equipamento é fundamental,
tanto para manter um bom nivel de diagnéstico como para redu-
zir o desgaste do aparelho, dando-lhe maior tempo util de uso.
E recomendavel uma revisdo técnica semestral, assim como
manutencgado e conservagao diarias, feitas pelo microscopista.



Cabe a este, ainda, ao término da jornada de trabalho diario:
o Desligar a fonte luminosa;

o Girar o revolver, deixando as objetivas livres e limpas
(remover o 6leo de imersao);

« Baixar o suporte mecanico da platina;
e Cobrir o aparelho com uma capa protetora.

Deve-se reforcar esses cuidados basicos alertando-se o pato-
logista para:
e Nao limpar a parte 6ptica com etanol;
e Nao colocar objetivas submersas no xilol,
o Nao utilizar cotonetes ou algodao para fazer a limpeza;
e Nao usar xilol na platina.

BALANGA DE PRECISAO

A sensibilidade de uma balanga € indicada pela menor massa
que pode ser pesada com precisao.

Uma balancga de precisao classica constitui-se de:
o Eixo central/eixo de suspensao, fixado na base da balan¢a;

e Travessao, com os dois bracos da balanga apoiados no
cutelo ou prisma;

« Fiel: € a agulha ou ponteiro que indica o verdadeiro equi-
librio de uma balanga, situa-se perpendicularmente a li-
nha do travessao e ao eixo da oscilagao;

e Cutelos (2), com arestas voltadas para cima, sobre as
quais ficam os ganchos que sustentam os pratos;

e Pratos (2), um para material e outro para peso;
o Varios parafusos reguladores.

Procedimentos para pesagem:

e A substancia que vai ser pesada deve ser colocada a
esquerda da balanca, papel ou recipiente;
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« A direita ficam os pesos necessarios para a adequa-
da equivaléncia com o peso do recipiente ou papel e a
substancia a ser pesada.

Técnica de pesagem:

« Com a mao esquerda, levantar o recipiente, iniciando-o
para baixo (o rétulo deve ficar virado para cima);

o Com a mao direita, impulsionar o depdsito para baixo (o
rétulo deve ficar virado para cima);

o Com a mao direita, impulsionar o depdsito, fazendo com
que a substancia (p6 ou cristal) caia lentamente;

e A espatula, devidamente limpa, ajuda na pesagem de
pequenas quantidades.

Cuidados necessarios:

o Nao pesar quantidades de substancias com peso acima
da carga maxima da balanga,;

e Nao pesar substancias colocadas diretamente no prato;

e Nao pegar os pesos com as maos (usar pinga);

« Nao deixar a balancga destravada, s6 o fazer no momen-
to da pesagem.

E necessario sistematizar os seguintes dados:

o As substancias que vao ser pesadas ficam a direita da
balanca;

« As que nao forem pesadas, a esquerda;

« Ao pesar, conferir a substancia antes de retirar o recipiente;
e Ao pesar, verificar a etiqueta;

e Apds a pesagem, feche o recipiente, colocando-o a direita.



ESTUFA

A estufa é provida de um termostato (que regula a temperatu-
ra), uma lampada-piloto (de alerta) e um termdémetro.

E atribuicdo do técnico manter a estufa regulada. Para tal, deve
estar plenamente identificado com os passos necessarios para
se obter a estabilizagao da temperatura desejada, quais sejam:

e Girar o botdo do termostato até a temperatura maxima
da estufa;

 \Verificar, em duas horas, aproximadamente, se a tempera-
tura registrada no termostato esta corretamente mantida;

« Verificar se a lampada-piloto apaga ou acende conforme
a elevacéao ou baixa temperatura;

« Com a estufa regulada na temperatura maxima, girar o
botdo do termostato para a temperatura desejada;

Lembramos que uma estufa do tipo simples e tamanho médio
satisfaz plenamente qualquer laboratério de cito-histopatologia.

CENTRIFUGA

A centrifugacéao é constituida de um eixo central, de grande ve-
locidade, uma cabeca fixa e tubos coletores.

Existem varios tipos de centrifugas, desde as mais simples, do
tipo manual — de uso limitado, requerendo muita ateng¢ao por
parte do técnico, a fim de evitar danos —, até as elétricas, que,
em geral, podem apresentar dois tipos de cabecgas: a oscilante
e a obliqua.

As centrifugas sdo munidas de um cronémetro, que regula o
tempo estimado para o movimento centrifugador, e um tacéme-
tro, que marca a velocidade de rotagao por minuto.

Procedimentos para a centrifugagdo convencional:

e Colocar os tubos, um defronte ao outro (exemplo: 1:2,
3:4, 5:6, e assim por diante);
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o Ligar e gradualmente aumentar a velocidade até alcan-
¢ar o grau desejado;

e Proceder da mesma forma para interromper a centrifu-
gacao, isto €, diminuir gradualmente no sentido inverso;

o Retirar os tubos, cuidadosamente, e decantar o sobre-
nadante;

e Inverter o sedimento no centro da lamina (previamente
limpa, albunizada ou ndo) e, com auxilio do préprio tubo,
preparar o esfregaco no sentido da porgao central para
a extremidade, ocupando uma area de 2,4cm x 3,2cm;

o Dessecar rapidamente as preparacdes em temperatura
ambiente e fixa-las em alcool a 95%.

Centrifuga em camada unica.

Esse aparelho dispde de crondmetro e tacémetro automaticos
e permite o processamento simultaneo de 12 (doze) amostras.

A concentracdo celular em cada camada unica é obtida por
meio da citocentrifuga destinada a separar as células e outros
elementos suspensos no meio liquido, os quais séo levados
para a superficie de uma lamina durante a rotacdo do apare-
Iho. A parte liquida € absorvida por um papel de filtro que se
amolda perfeitamente entre o tubo coletor de polietileno e a
lamina. O coletor possui, lateralmente, um orificio de 0,6cm de
didmetro, que corresponde a idéntico orificio existente no papel
de filtro, fazendo com que a parte liquida seja absorvida pelo
papel de filtro e o concentrado celular seja disposto na lamina.
Apds esse processo, as preparagdes devem ser dessecadas
rapidamente, em temperatura ambiente, e em seguida fixadas
em alcool a 95%.

Recomendacgdes gerais

Ao término da centrifugacao, por qualquer uma das técnicas,
deve-se limpar os tubos dos residuos, manter o equipamento
lubrificado, desligado e convenientemente protegido por uma
coberta.



SOLUGOES
E REAGENTES



1. TECNICA DE COLORACAO DE PAPANICOLAOU
o Hematoxilina de Harris:
o Hematoxilina (cristal) 5g;
o Alcool etilico a 95% 100ml;
o Alumen de potassio 100g;
o Oxido de mercurio 2,5 a 3g;
o Agua destilada 1.000ml;

Preparagao (solugao - estoque):
« Dissolver a hematoxilina no alcool (solugéo 1);
o Dissolver o sulfato de alumen de potassio em agua
aquecida (solucgéao 2);
o Misturar as solugdes 1 e 2. Levar para ebulicéo;
e Colocar rapidamente o 6xido de mercurio;
o Misturar a solugdo até que adquira a cor vermelho-escuro;
o Deixar esfriar em agua ou na geladeira;
o Colocar em vidros de cor escura, rotular e datar;
e Quando esfriar, adicionar 8ml de acido acético;

Preparagao da solugéo de bateria:

e Juntar partes iguais da solugdo- estoque e agua desti-
lada;

e Orange G-6 (solugdo aquosa de Orange G a 10%):
o Deixar em repouso por varios dias (solugéo 1);
o Preparo para solugéo Orange G-6:
e Solugao 1: 50ml;
« Alcool etilico a 95% 950m;
« Acido fosfotungstico 0,015g.

Ap0ds preparada a solugao, colocar em vidro escuro, rotular, da-
tar e guardar para uso oportuno.



2. TECNICA DE COLORAGAO DE SHORR “MODIFICADA”
e Hematoxilina de Harris.
Solucéao corante de Shorr:

Alcool etilico a 95% 100ml;

Bierbrich Scarlat, solugéo aquosa 0,5g;
Orange G 0,25g;

Fast Green 0,075g;

Acido fosfotungstico 0,5g;

Acido fosfomolibdico 0,5g;

Acido acético 1ml;

Resultados:
e Nucleo: azul;
o Citoplasma: vermelho ou verde.

3. TECNICA DE COLORA(;Z\O: HEMATOXILINA E EOSINA
¢ Hematoxilina de Harris:

(¢]

o

(o]

(o]

Solugao de Eosina 0,5g;

Agua destilada 10,0ml;

Alcool a 95% 90m;

Acido acético (optativo) 1 gota.

e Solucao diferenciadora:

(e]

O

Alcool a 95% 100ml;
Acido cloridrico 5 gotas.

Resultados
e Nucleo: azul;
o Citoplasma: réseo.

EA-36 OU EA-65

EA-36
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e 0,5% de Light Green SF em alcool a 95% 45ml;
0,5% de Bismark Brown em alcool a 95% 10ml;
0,5% de Eosina em alcool a 95% 45ml;
Acido fosfotuingstico 0,2g;
Solugdo aquosa de carbonato de litio (saturada) 1 gota.

EA-65

Para preparar essa solugao, basta reduzir na solugao EA-36 o
percentual de Light Green para 0,25ml.

2. Eosina (solugado mae)

>

Solugao:

EOSING. .. 5g
AQUA.....cooeeeeeeeeeeee e 200ml
AICOOl @DSOIULO. ..., 800ml

Método de preparo:

Dissolver a eosina na agua e completar com alcool.

Obs.: No momento de uso, diluir 50ml da solugdo mae em
150ml de alcool e adicionar 1ml de acido acético.

3. Verde Luz

>

Solugao:

BOSING....ieiiee e 2,25¢g
Verde-claro amarelado..........ccoooeveeviiiiiiiiieieeeeeeee 2,25g
VBSUVING. ..o 0,59



» Método de preparo:

Dissolver a eosina em 450ml de alcool; dissolver o verde-cla-
ro amarelado em 100ml de agua e completar com 350ml de
alcool; dissolver a vesuvina em 100ml de alcool. Misturar na
seguinte ordem: verde, vesuvina, eosina. Adicionar 10 gotas
de carbonato de litio saturado e 2g de acido fosfotungstico.

4. Orange

» Solugao:
OrangE ......ueiiiiiiiiiee et 5g
Acido fOSTOtUGSHICO. ..., 0,159

» Meétodo de preparo:

Diluir o Orange em 100ml de agua e completar com 900ml
de alcool absoluto; adicionar 0,15g de acido fosfotugstico.

5. Giemsa

» Modo de preparo: misturar as seguintes solugdes:
Solugédo May grunwald............cooouiiiiiiiiiiiieee e 50%
SOIUGA0 GIEMSA....eiiiiiiiiiiiieeeeeee e 50%

OBS.: Quando o May grunwald for em p6, misturar 5/100ml de
alcool.

» Técnica de coloragao:

Hematoxilina...........ooooeeeeiiii tempo de biopsia;
Lavar em agua corrente;
Solugdo (may+giemsa).........cceevvvveeiciiiieeeeeeeeeeeee, 00:10min;

Lavar em agua corrente;
Secar na estufa;

Xilol;

Montar.
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6.P.A.S.

> Solugao:
Reativo de schiff:
Fucsina DasICa.........ccooviiiiiiiiie e 19
Agua destilada..............ccoeeoviieieeee e 200ml
Bissulfito de sOdiO............ceeiiiiiiiiii e, 29
Acido cloridrico NOrmal............cocveveveeeeeerieeeeeeeeen, 10ml
Carvao vegetal.........uueeeiiiiiiiiii 19

OBS.: Diluigao para 1 normal: acido cloridrico concentrado
83/1.000ml de agua.
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» Método de preparo:

Dissolver a fucsina na agua fervendo; esfriar essa solugao
até 70°; adicionar bissulfito de sodio; agitar bem até esfriar;
adicionar o acido cloridrico normal; agitar bem. Tampar e
aguardar 24h. Adicionar carvao vegetal, agitar e filtrar.

OBS.: Esta solucao nao deve ficar escura.

» Técnica de coloragao:
Desparafinar e hidratar;

Acido periddico @ 2%........ocueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 00:05min;
Lavar em agua corrente;

Reativo de shiff..........ooiviiieieee 00:40min;
Lavar bem;

Hematoxilina..........ccooovveiiiiiiiiiiieeeeeeee, tempo de biopsia;
Lavar bem;

Desidratar, clarear e montar.




7. Alcian Blue
» Solugao:

Alcian BlUE.........e 19
Acido acético glacial............cccoeeeveveereeeeeee e 3ml
Agua destilada.............cocooeoviieeieeeeeee e 97ml

» Técnica de coloragao:
Desidratar e desparafinar;

Solugao de alcian blue...........cccooovvveviieiieiiiiieeeeeeee, 1:00h;
Lavar;
Hematoxilina............ooooiiiiii e, tempo de bidpsia;

Lavar em agua corrente;
Desidratar, clarear e montar.

8. Pas Alcian Blue

» Técnica de coloragao:
Desparafinar e hidratar;

Solugdo de alcian blue..............ovvvvcieiiiiiieeeeeenn, 00:30min;
Lavar;
Acido periodiCo ........ceovevvieeeeeeeeeeee e, 00:15min;
Lavar;
Reativo de schiff........coooviiiiiii 00:15min;
Lavar;
Hematoxilina..........cccooovviiiiiiiiiee tempo de bidpsia;
Lavar;

Desidratar, clarear e montar.
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9. Vermelho Congo Alcalino

>

>

10.

>

Solugao (mae):

Vermelno CONQGO..... oo 19
Cloreto de SOAI0.........uuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 29
AICOOL. .. 200ml

Dissolver e filtrar.

Solugao (uso):
SOIUGAO MAE......coeiieeieeeeeee e 100ml
Hidroxido de sO0dio 1%........cueieeeiiiiiiieeeeeeceee e 1ml

Técnica de coloragao
Desparafinar e hidratar;

Hematoxilina........ccoooeeeeieiiiiii, tempo de biopsia;
Lavar;

Passar em alcool;

Solugdo vermelho congo............eevvvveciiieeiiieeeeeeen, 00:20min;

Desidratar em 3 banhos de alcool, clarear e montar.

Gomory

Solugao:

CromotrOPE 26....ccoveeeeeeeeeeee e 0,69
Verde-claro amarelado..........cooovveiiiiiiiiiiiiie e 0,59
ACIAO @CEHHECO ..., 1ml
Acido fOSTOtUNGSHICO ......c.veveeeeeeeceeeee e 0,8g
Agua destilada..........cc.oovioeieeiee e, 1ml
Técnica de coloragao:

Yo ] [0 o7 Lo RO 00:20min;
Lavar;



1.

12.

Hematoxilina..........ccoooeeeieiiiiin tempo de biopsia;
Lavar;
Desidratar, clarear e montar.

Sirus Red

Solugao acido:

ACIAO ClOMIANICO. ..ot 83,5ml
Agua destilada..............ccoooeeeeeeieieeeeeee e 916,5ml
Picrossirius

SHITUS TEA. .o 0,29
Acido picrico saturada............ooeeveeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 100ml

Técnica de coloragao:

SOlUGAO PICTOSSIMIUS. ....uieeiieiiieeeeeeeeeee e, 01:00h;
S0olUGA0 ACIO......euiiiiiiiiiece e, 00:10min;
Lavar;
Hematoxilina...........oooooeeiiii tempo de biopsia;
Lavar;

Desidratar, clarear e montar.

Reticulo

Solugao de prata amoniacal:
Diluir em 10ml de agua destilada 1gr de nitrato de prata;
Diluir em 10ml de agua destilada 1gr de hidroxido de potassio;

Aos 10ml de nitrato de prata a 10%, juntar 2,5ml de hidro-
xido de potassio a 10% em um erlenmeyer e nessa mistura
precipitada adicionar 26 a 28 gotas de hidréxido de amé-
nio, agitando sempre enquanto for gotejando o hidréxido de
amonio até que o precipitado desapareca.
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Solucao permanganato de potassio:

Permanganato de potassio...........coeuvvveiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 0,59
Agua destilada...........ccvoovioeieeeeeeeeeeeee e 100ml
Solucao de metabissulfito de potassio:

Metabissulfito de potasSiO........ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiicen. 2,09
Agua destilada..........ccooveoeeeeeei e, 100ml

Solugao de formol:
FOrMOIL 40% ... 20ml
Agua destilada.............cocooeoveieeeeeeeeeeee e 80ml

Solugao de sulfato de amoénio férrico:
Sulfato de amonio ferrico .........cccceeviiiiiiiiiiii 29
Agua destilada..............cccooveeieeieeeeeeeeeeeee e, 100ml

Solucgao de cloreto de ouro:
Solucgao de cloreto de ouro 1%.......ccceevveiiieiiiiiiieeeeenn, 20ml
Agua destilada..........ccoovioeieiee e 80ml

Técnica de coloragao
Desparafinar e hidratar;

Oxidar em permanganato de potassio 0,5%......... 00:05min;
Lavar;
Diferenciar em metabissulfito de potassio 2%....... 00:05min;
Lavar;
Sensibilizar em sulfato de amoénio férrico 2%........ 00:05min;
Lavar;
Impregnar na solugéo prata amoniacal................. 00:02min;
Passar no alcool;Reduzir em formol 20% ............. 00:03min;
Lavar;

Passar em cloreto de ouro 0,2%..........cccccc....... 00:00:03seg;



Lavar;

Passar em metabissulfito de potassio................... 00:05min;
Lavar;

Passar em tiossulfato de sodio 2%.............uuu....... 00:05min;
Lavar;

Corar pela hematoxilina................cceeee tempo de bidpsia;
Lavar;

Desidratar, clarear e montar.
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13. Perl’s

» Solugao ferrocianeto:
Ferrocianeto de potassio.........cceeveeiiiiiiiiii e, 109
Agua destilada..........ccooveoiiieieeeeeeeee e, 100ml

» Solugao de acido cloridrico:
ACIAO ClOMANICO. ... 10ml
Agua destilada.............cocooveeeeeeeeeeeeee e 100ml

» Solugao de sirius red:
SIFUS TEA. . 0,29
Acido picrico saturado...........c.ccooveeovieeieeeee e, 100ml

OBS.: Na hora do uso, preparar:
Ferrocianeto..........oooiveiiiiii e 50%
ACIHO ClOTTAT. et 50%

» Técnica de coloragao:
Solugdo de sirius red ..........cooevvveieeiiiiiiiiieeeeeeeeinn. 00:05min:;
Lavar;
Solugao ferrocianeto + acido cloridrico................. 00:05min;




Lavar;
Desidratar, clarear e montar.

14. Fite

> Solugao:
Fucsina
Fucsina basica .........ccooevviiiiiiii e, 19
Cristais de fenol............uuveciiiiiiiii e 59
Agua destilada..............ccoceeveeeeeeeeeeeeeee e 100ml
AlCOOl @DSOIULO.......eeeeeeeee e, 10ml
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» Método de preparo:
Dissolver lentamente a fucsina na agua;
Dissolver o fenol no alcool;
Misturar as duas solugdes, filtrar e usar.

Diferenciador

ACIAO ClOMANICO. ... 1ml
AICOON .o, 100ml
Verde

VErde IUZ ......ooeeeeiiiee e 19
Agua destilada..............ccooeovieeieeeeeeee e 100ml

> Técnica de coloragao:
Desparafinar e hidratar;
Fucsina (filtrar sobre a lamina).............ccccvvveeennnn. 00:20min;
Lavar;
Passa no alcool;
Diferenciar;




15.

Verde [UzZ......ooooeeeeee e 00:00:15seg;

Lavar;
Desidratar, clarear e montar.

Verhoeff

Solugao hematoxilina:
HematoXilina. ..o
AICOOl @DSOIULO. ... 1

Solugao de percloreto de ferro:
Cloreto fErriCo.......oovviiiieiecceee e
Agua destilada.............cocoveeeeeeeieeeeeeeee e 1

Solugao de lugol forte:

lodeto de potasSiO........cooeeiiiiiiiiiie e,
Agua destilada...........cooveoviieeeeeeeeeee e, 1

Solucgao de cloreto férrico:
Cloreto ferriCo.......uuuiiiiiiiiiiie e
Agua destilada.............cccoovevereeeeieeeeeee e 1

Solugao de hipossulfito de sédio:
Tiossulfato de sOdiO......cccoevvieeeiiiiiie e
Agua destilada..............ccooeveeieeieeeeeeeeeeeee e, 1

Solugao de hematoxilina de verhoeftf:

Hematoxilina amadurecida..............ccccoeeiiiiiiiiiiieeennnnn.
Percloreto de ferro.........cooovvveeieeiieeiee e
LUGOl fOrte. ..o
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Corante Van Gieson:

e Solugédo A

Fucsina acida .........ccoooviiiiiiii 19
Agua destilada...........cooveoviiiiieeeeeeeeee e, 100ml
e Solugao B

Solugao aquosa de acido picrico saturado.

OBS.: Para uso, 50ml da solugao saturada acido picrico e 7,5ml
de fucsina.

>

16.

Técnica de coloragao:
Desparafinar e hidratar;

Corar pela hematoxilina de verhoeff...................... 00:20min;
Lavar;

Diferenciar em cloreto férrico;

Lavar;

Hipossulfito de s0dio........ccccceeeeeeiiiiiiiiiiin, 00:05min;
Lavar,

SOIUGE0 van QIENSON..........cceeviiieiiiiiciee e 00:03min;

Nao lavar;
Secar levemente em papel de filtro;
Desidratar em alcool, clarear e montar.

Pasm

« Acido periédico:

ACIHO PEIIOAICO. ..., 0,59
Agua destilada..............ccoooveeieeieeeeeeeeeee e, 100ml

o Metanamina:
Hexametilanotetramina...............ouvveiiiiiiiiiiiiiiieeeee 39
Agua destilada..............ccoeeoeieeieeeeee e 100ml



« Nitrato de prata:
Nitrato de prata...........ooooririi s 5g
Agua destilada...........cooveoieieeeeeeeeeee e, 100ml

e Cloreto de ouro 0,1%:
Cloreto d€ OUIO. . ... 20ml
Agua destilada..............coooeveeieeieeceeeeeeeeeee e, 100ml

e Hipossulfito de sodio:
Tiossulfato de sOdIO .........covueeiiiiiiiiiiie e 29
Agua destilada...........coovoovieeeeeeeeeeee e, 100ml

o Borato de sddio (Borax):

Borato de SOiO......ccooovviiiiiiiice e 5g
Agua destilada.............ooevieeieeeeeeeeeeeeee e 100ml
Solugao A:

Na hora do uso, preparar:

Agua destilada..........ccoovioeieeeeeeeeeeee e 25ml
BOraX. oo 2ml
Metanamina...........ccoooviiiiiii e 25ml
Nitrato de prata..........cooooiiii 2ml

Técnica de coloragao:
Desparafinar e hidratar;

Acido periddiCco.........ooveoeeeeeeeeeeeeeeeee e, 00:10min;
Lavar;
Solugéo A na estufa 60° (controlar até ficar na cor caramelo);
Agua;

Cloreto de ouro até ficar na cor cinza;
Lavar;
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17.

Hipossulfito de sOdio............cvueeeiiiiiiiiiiiiieii, 00:05min;
Lavar;

Contracorar com eosina;

Desidratar, clarear e montar.

Grocoot

« Acido crémico:

ACIAO CrOMICO.......c.ccveeeeeeeeeeee e 59
Agua destilada..............ccooeoveeerieeeeeeeeee e 100ml

« Bissulfito de sodio:
Bissulfito ou dissulfito de sOdio...........ccoeeeriiiiiiiiiiiinn. 19
Agua destilada...........cooveoiiiei e, 100ml

« Nitrato de prata (quardar em geladeira):
Nitrato de prata............oooriiiiiiiiii 5g
Agua destilada..............ccooeoveeeeieeeeeeeeeeeeee 100ml

e Metanamina (guardar em geladeira):
Hexametilanotetramina.............ccccoooeeiiii i, 39
Agua destilada...........ccooveoiiiii e, 100ml

e Solugao de borax:
Borato de SOAIO.......cceviiiiiiiiiiiii 5g
Agua destilada..............coovoveeieeieeeeeeeeeeeeee e, 100ml

e Cloreto de ouro:
Cloreto de ouro 0,5%......oeeeiieiiiieeieeeeee e 1 parte
Agua destilada...........ccooveovieieeeeeeee e 4 partes



e Hipossulfito de sodio: A
Hipossulfito de sodio ou tiossulfato..............cccceeieiiinnns 29 %
AQUA dESHIAAA. ..o 100ml <

u

(2]
» Solugéo verde luz: S
Verde TUZ ..o 19 %
Agua destilada..............coooeveeieeieeceeeeeeeeeee e, 100ml %

OBS.: No momento do uso, preparar:

Agua destilada.............cccoovoeieriieeeeeee e 25ml
SOlUGA0 A€ DOraX......ccceveiiiiieeeeeeice e 2ml
Metanamina..........oooooiiiiiiiiii e 25ml
Solugdo de prata...........oooovieiiiiiiicieee s 2ml

» Método de coloragao:
Desparafinar e hidratar;

Oxidar para acido cromico ..........ccceeveevveieeeeeeennnnnn. 00:10min;
Lavar;
Descorar para bissulfito de sédio............ccccceunee.... 00:01min;
Lavar;

Colocar na solugéo de prata e colocar na estufa (ir contro-
lando até a cor caramelo);

Lavar;

Colocar no cloreto de ouro até chegar a cor cinza;
Hipossulfito de sOdio...........ccooovviiiiiiiiiiiicceeeee 00:05min;
Lavar;

Contracorar com verde [uz............cccoevvvnveennnnnn. 00:00:30segq;
Lavar;

Secar na estufa;
Xilol e montar.
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18. Fixadores

> Solucgao de formalina:

Solugdo de formol @ 37% ...oeevvveeeiiiiieeeeeeeeieeeeee 100ml
AQUAL ..o, 900ml
Fosfato de s6dio monobasiCo ..........cccceeeeeeiiieieiiiiiiiieeii, 49
Fosfato de s6dio dibasiCo ......ccovvvveeiiieiieiiieeeee, 6,59

» Fixador de Bouin:
ALCOOL. ..., 150ml
Solugdo de formalina..............oovveiiiiiiiieieeeee 60ml
ACIHO PICHICO. ..o 19









