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Introdugéo

O estudo do tecido 6sseo ou calcificado, através da técnica de rotina histoldgica requer
uma etapa de descalcificacdo apos a fixacdo, de modo a que o célcio inorganico seja removido
da matriz organica de colageno e, consequentemente, se possam obter cortes destes tecidos [1,
2].

Alguns estudos apoiam o fato de que a utilizacdo de MegaWatt acelera o processo
de descalcificacdo, sem que haja comprometimento da estrutura tecidual. Além do mais a
utilizacdo deste método ndo diminui a antigenicidade do tecido [1], porque as MW néo séo
fortes o suficiente para alterar ligacdes covalentes ou para quebrar as pontes de hidrogénio,
permanecendo a arquitetura celular intacta [3, 4].

As raias sdo animais da classe dos Chondrychthyes, que constituem um grupo
predominantemente marinho, esse nome se da pelo seu esqueleto cartilaginoso. Na ordem
dos Myliobatiformes estdo as arraias chamadas de arraias-de-ferrdo, onde predominam
umas das caracteristicas mais importantes, calda com presenca de um ou mais ferres
retrosserilhados na porcdo dorsal [5]. A estrutura do ferrdo € composta por uma regido
Ossea localizada no centro do ferrdo. No epitélio estdo presentes as celulas secretoras de
veneno, que costumam se localizar proximas as serras laterais, essas células possuem
vesiculas fusiformes em seu citoplasma e sdo compostas por material proteico. Para chegar
a esta conclusdo o material foi submetido ao processo de descalcificacdo em EDTA 5% por
cerca de 4 anos, para alcancar cortes com boa resolucéo [6].

Os processos de descalcificacdo convencionais sdo morosos, podendo levar dias a
meses [3]. Este intervalo de tempo pode ser decisivo, no que diz respeito a morfologia do
tecido e a sua antigenicidade, e pode também ser o suficiente para atrasar um relatério
clinico [1].

Portanto o presente estudo objetiva diminuir o tempo de descalcificacdo de tecido
6sseo para facilitar analises celulares e histologicas, especificamente com ferrbes de raia

que apresenta maior resisténcia para descalcificar.

Materiais e Métodos
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Os ferrdes coletados foram das espécies: Potamotrygon scobina, Potamotrygon
orbignyi, Plesiotrygon iwamae pertencentes a familia Potamotrigonidae, no municipio de
Soure (S00°44'32,4”; WO048°30'24,9”) PA. (Sob licenca fornecida pelo sistema
sishio/icmbio n° 60966-1) por meio de uma armadilha fixa chamada “Curral” [6]. Apds
coletar as amostras foram fixadas em solucdo contendo formol 10% e encaminhadas ao
Laboratério de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal do Para. Depois de
24h no fixador, o material foi submetido ao processo de descalcificagdo em 4 solugdes que

estdo distribuidas na tabela a seguir:

Tabela 1: relacdo de solugdes utilizadas para descalcificagéo

Formaldeido Concentragdo EDTA Agua Destilada pH
Solugdo (%)
1 100ml 5,5 900ml 7,02
2 100ml 8,1 900ml 8,05
3 100ml 5,5 900ml 4,85
4 100ml 9,2 900ml 7,02

Os ferrbes, posteriormente coletados e cortados em pedacos de 4mm, foram
submetidos as solugdes citadas na tabela 1. As amostras ficaram em solucdo durante 1 més,
havendo mudanca de 2 em 2 dias, com a mesma concentracdo. Além disso, o ferrdo 8, como
mostra a tabela 2, foi exposto uma vez ao més a aumento de temperatura com dois ciclos, na
utilizacdo de um micro-ondas eletrodoméstico. O ciclo 1 consiste em poténcia 10W com

duracéo de 20 segundos e o ciclo 2 em poténcia 90W com duracgéo de 5 segundos.

Resultados e Discussao

Os ferrbes apresentaram resultados variaveis de acordo com as diferentes
concentracdes de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e pH. Ao comparar a tabela 2,
os ferrGes em solucdes de pH 7,02, além de apresentarem menos rigidez, houve mais
preservacdo do epitélio do que os demais que estdo em pH <7 e pH >7. Diante disso, as
amostras que estdo em solucdo com maior concentracdo de EDTA perderam rigidez e
mantiveram o tecido preservado. Ademais, 0 aumento da temperatura por meio do micro-

ondas ndo evidenciou diferenca ao relacionar com o restante das solucdes.

Logo, as solucbes que demonstram mais eficiéncia de descalcificagdo com
preservacdo do epitélio foram SL1 e SL4, para tentativas para corte histolégico, em

comparagdo aos outros materiais presentes no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
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da UFPA, como carapaca de crustaceos, expostas nestas solucoes descalcificaram com mais
facilidade.

Por isso, se utilizou experimentos com diferentes concentragdes e submetidos a novas
condicGes de temperatura e pH, a fim de obter resultados satisfatorios. Esses protocolos
possuem 0 objetivo de permitir a realizacdo de cortes histoldégicos com preservacdo de
epitélio. Possibilitando a caracterizacdo e estudo de suas células de veneno. Anélise que o

material calcificado ndo permite.

Tabela 2: relacdo de ferrGes e resultados nas solugcGes

Amostras de SL1 SL2 SL3 SL4
Ferrdes
1 Fragmentou SE PE
2 PE PE PE
3 P PE PE
4 PE SE SE
5 P P PE P
6 P Fragmentou P P
7 PE PE SE
8 PE PE PE

Legenda: Solucédo (SL), pouco Epitélio (PE), preservado (P), sem epitélio (SP)

Conclusoes

Conclui-se que para realizar corte histoldgico eficiente em menos tempo, apds descalcificacdo
de ferrdes de raia, € necessario 0 aumento da concentracdo de EDTA. Além disso, testes com
aumento da temperatura ndo influenciaram nos resultados. Vale ressaltar que na literatura néo
consta informacdes suficientes para maior discussdo e conclusdes deste trabalho.
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