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Tecido mineralizado

*Matriz inorganica

* Calcio

* Fosfato

- Magneésio
* Potassio
* Sodio

- Citrato
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Metodos de descalcificacao

* Solucdes acidas diluidas.
*SolucoOes quelantes.

*Misturas de solucOes acidas +
solucoes quelantes.




Mecanismo de acao dos agentes
descalcificadores

Solucao descalcificadora
Acido (H+)

Ca™(PO,)s (OH), ;

H,PO, (acido fosforico) + cloreto de calcio + agua
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Descalcificadores mais
utilizados
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ETDA

EDTA.

Tartarato de soédio e potassio.
Tartarato de sédio.

Hcl.

H20 destilada.
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Cuidados com a descalcificacao

» Material bem fixado.

- Concentracao.

* Volume do descalcificador.

* Trocas constantes.

* Ponto Ideal.

* Neutralizar o descalcificador.
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Tempo paraatrocado
descalcificador

Table II: Decalcification tissue by EDTA

Table I: Decalcification tissue by HNO;y
EDTA-IMMERSION EDTA-
HNO3- HNO:-
[Ca2*]. ppm MICROWAVE
IMMERSION MICROWAVE
[Ca®*], ppm

[Ca®"]. ppm [Ca®*]. ppm




VI CONGRESSO REGIONAL DE 13
HISTOTECNOLOGIA, RIO DE
JANEIRO FIO CRUZ

Como saber o ponto ideal da
descalcificacao ?
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Métodos mais utilizados

* Método radiografico.

 Flexibilidade do tecido.

» Utilizacao de alfinete.
* Método quantitativo.

€

Amonia Concentrada.

Solucao Saturada de Oxalato de
Amonia.

Trocar o Descalcificador a cada 24
horas e fazer o teste
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Método Quantitativo

* Pegar 5ml de Descalcificador do fundo do Frasco.

* Acrescentar 1 ml de Amonia concentrada (Misturar).

* Acrescentar 0,1ml| de Oxalato de amonia.

* Deixar por 10 minutos para verificar a presenca de
calcio.

- Se nao formar precipitado acrescentar mais 0,1ml ,
com intervalo de 10 minutos.

- Até no Maximo 0,6 ml .

- Se nao formar precipitado o tecido e considerado
descalcificado.
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Cuidados depois de descalcificar
com EDTA
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Metodos para agilizar a
descalcificacao
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Metodos para agilizar a
descalcificacao

Yo
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Adesao dos cortes

*|deal & cortes com 5
a 3um.

* Laminas silanizadas
* Poly-L- lisina.
» Albumina (nao)
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Cortes seriados
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Hematoxilina Eosina

L
e

e &




VI CONGRESSO REGIONAL DE 24
HISTOTECNOLOGIA, RIO DE
JANEIRO FIO CRUZ

Hematoxilina Eosina
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Sequéncia do processo de
neoformacao ossea

Fase angiogénica Inicial:
Proliferacao dos vasos
sanguineos, com formacéao
do coagulo.

Fase de formacao de 0sso
novo: Tecido de granulacao,
tecido conjuntivo e tecido
0sseo imaturo.
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neoformacao o6ssea

Fase de crescimento:
Formacao de tecido o0sseo

imaturo e posterior
mineralizacao.

Fase de reorganizacao:
Trabéculas primarias do
0ssO0 remodelam-se para
formar uma camada
esponjosa mais espessa e

um tecido oOsseo0 mais
denso.
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Historesina Leica

Jug

MISTORESIN PLUS
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Historesina
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Adaptacoes no protocolo de
Imunohistoquimica

* Diminuicéo do numero
de lavagens.

* Bloqueio de peroxidase
endogena.
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Protocolo tecido osseo

* Diluicao do anticorpo primario em
BSA.

* Incubacéo do anticorpo por 2 horas.
- Uma lavagem de 5 minutos em PBS.

« Encubar com anticorpo secundario
“conjugado” por 40 minutos.

* Uma lavagem de 5 minutos.
 Aplicacdo do DAB (Cromogeno) por
5 minutos.

- Uma lavagem em PBS por 5
minutos.

* Passar um minutos na hematoxilina,
desidratar e montar com laminula.




Anticorpos

- MMP-9 Ab 19016 (CHEMICON)

-CD 34 Sc 9095 (SANTA CRUZ)

-CD 31 Ab 64543 (ABCAM)

- FGF BASIC Ab 16828 (ABCAM)

- VEGF R2 Ab2349 (ABCAM)

-VEGF Ab44714 (ABCAM)

- OSTEOCALCINA Sc 30044 (SANTA CRUZ)
- SIALOPROTEINA Ab 1851 (CHEMICON)
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VEGF R2

Calvaria VEGFR 2 40X.

Diluicao 1/50 micro-litros

Calvaria VEGFR 2 CONTOLE
NEGATIVO 40X.
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Osteocalcina
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Sialoproteina ||
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Obrigado !

dimitrius@forp.usp.br

dimipitol@yahoo.com.br
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