N
x ) 5
REALIZASAD NSTITUTO FEDERAL & 4“ q
s Gerais i

EE  suldeMina FAPEMIG o

1° SIMPOSIO DE
IFSULDEMINAS

ISSN: 2319-0124

PREPARACOES DE LAMINAS HISTOLOGICAS COM DESCALCIFICADORES
ACIDOS, QUIMICOS E QUELANTES EM OSSOS DE ANIMAIS DOMESTICOS,
UM ESTUDO COMPARATIVO E DESCRITIVO.

Leticia M. SILVA'; Isadora V. B. SOUZA?; Poliana F. CARDOSO °; Geérgia M. MAGALHAES “.

RESUMO

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo especializado, caracterizado pela dureza proporcionada pela mineralizagdo da
matriz extracelular e por isso, ¢ necessaria uma descalcificagdo prévia antes do processamento histopatoldgico. Os
acidos podem provocar efeitos indesejaveis nas amostras devido a sua afinidade tintorial, e a fraca basofilia nuclear,
podendo comprometer resultados e diagnosticos. O trabalho teve como objetivo avaliar quais métodos de
descalcificagdo Ossea sdo mais rapidos nas diferentes espécies animais. Para isso, utilizou-se 12 fragmentos 6sseos de
costelas de cada espécie animal (ovina, suina e canina), os quais possuiam medida aproximada de 3mm de
comprimento. Os fragmentos 6sseos foram descongelados e colocados em recipientes com formol 10% por 24 horas.
Ap0s esse periodo os fragmentos foram passados para os descalcificadores: acido tricloroacético, EDTA e acido nitrico.
O tempo final de descalcificacdo medido por uma introdugéo de agulha no fragmento 6sseo foi de 36 horas, concluindo
que sdo descalcificadores eficientes caso haja pressa na analise histologica do tecido.
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1. INTRODUCAO

O tecido o6sseo ¢ um tecido conjuntivo especializado, caracterizado pela dureza
proporcionada pela mineralizagdo da matriz extracelular. A rigidez deste tecido ¢ fundamentada
para gerar protecdo e sustentagdo ao organismo, sendo esta a principal caracteristica atribuida ao
mesmo (BEU et al. 2017).

Os acidos podem provocar efeitos indesejaveis nas amostras devido a sua afinidade tintorial,
e a fraca basofilia nuclear, podendo comprometer resultados e diagnosticos. Quanto maior for o
tempo do processo de descalcificacdo e mais 4cida for a substancia, maiores serdo as chances de um

resultado comprometido (ANAGUA, 2013).
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Devido a matriz do tecido Osseo ser mineralizada, o corte de material Osseo para analise
histopatologica se torna dificil em micrometros comuns. Por esta questdo, algumas técnicas
especializadas sdo utilizadas para o estudo deste tecido. Uma técnica utilizada neste tecido, ¢ a
obtencdo da matriz 6ssea, podendo fazer uma andlise minuciosa na mesma. Obtendo fatias do tecido,
preparadas através do desgaste (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
O objetivo deste estudo foi comparar duas solugdes acidas e uma quelante em diferentes
tempos para padronizar um protocolo que viabilize a rapidez nas leituras de laminas histoldgicas

nas diferentes espécies animais.
3. MATERIAL E METODOS

O estudo possui aprovagdo no Comité de Etica em Animais (CEUA) com o protocolo
CEUA n° 4310170921. A fim de atingir os objetivos propostos pela pesquisa, utilizou-se 12
fragmentos 0sseos de costelas, os quais possuiam medida aproximada de 3mm de comprimento, de
cada espécie animal (suina, caprina e canina). Os fragmentos foram obtidos com a realizacdo de
necropsias no curso de Medicina Veterinaria. Separados os fragmentos 6sseos de cada espécie,
foram dispostos em recipientes com formol 10% por 24 horas com a finalidade de fixa¢do. Passadas
as 24 horas mencionadas, iniciou-se a etapa seguinte, de forma que foram avaliados trés
descalcificadores para cada espécie: acido tricloroacético e acido nitrico como descalcificadores
acidos ¢ EDTA como descalcificador quelante. Apos o tempo estabelecido, os fragmentos foram
retirados dos descalcificadores, utilizando-se uma agulha para verificar se o tecido dsseo alcangou a

consisténcia amolecida objetivada.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com o projeto inicial a atuacdo de cada um destes descalcificadores teria que
passar por verificacdo segundo o decorrer do tempo: 12, 24, 36 e 48 horas apds a imersdo dos
fragmentos nos recipientes com as substancias, no entanto foi possivel concluir pela descalcificagao
antes do periodo final estipulado - tal conclusdo deu-se porque, ao verificar os fragmentos passadas
36 horas, observou-se que o nivel buscado estava proximo, portanto a checagem passou a ocorrer
em intervalos mais curtos. O processo de descalcificagdo teve inicio no dia 9 de agosto de 2022 as
18:00, sendo a avaliagdo encerrada no dia 11 de agosto de 2022 as 12:00, totalizando 36 horas.

Os resultados obtidos foram das espécies animais: cdo, ovino e suino. Todos foram
submetidos aos mesmos descalcificadores, pelo mesmo tempo. Sendo observados em um tempo

médio de 12 horas em 12 horas até o amolecimento 6sseo.



Ossos cdo, ovino e suino: tiveram o inicio da descalcificagdo no dia 9 de agosto as 18:00
horas, sendo colocados em média 3 fragmentos de ossos por frasco com cerca de 100 ml.

O tempo final foi de 36 horas para todas as espécies animais estudadas, ja CARVALHO et
al. (2008) relatou um tempo de 135 dias para descalcificar uma mandibula humana com EDTA. J&
FERNANDES et al. (2007) ndo encontrou diferencas entre solugdes descalcificantes e relata a
importancia de fixagdo Ossea por mais de 48 horas. Em contrapartida (CAPUTO; GITIRANA;
MANSO, 2017), diz que o tempo de descalcificacdo, depende do tipo do descalcificador, tamanho
das pecgas a serem descalcificadas. Dorigan Neto (2012), mostra que apds a fixagdo os 0ssos sdao
colocados em solugdo descalcificadora, onde permanecem durante o periodo das 7 horas até 16
horas, onde sdo retirados da solucdo, lavados por cinco minutos em agua corrente e, entdo, sao

submetidas a processamento histologico.

5. CONCLUSOES

Podemos concluir, at¢é o momento, que todos os descalcificadores sdo eficientes para uma
rapida descalcificacdao do tecido, sendo assim levam a menores danos no mesmo. Como adendo,

nao houve diferencas consideraveis em relagdo a espécie a qual pertence cada fragmento 0sseo.
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