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INTRODUCAO

A histologia é o estudo dos tecidos do corpo, esses tecidos sdo formados por grandes
agrupamentos de células e matriz extracelular, e por sua vez os tecidos se organizam para
construir 6rgdos. Pesquisas em quimica, fisiologia, imunologia e patologia sdo fundamentais
para um conhecimento adequado da biologia das células, dos tecidos e dos 6rgéos, e de como
seus varios componentes interagem na salde e na doenca. Conhecer as ferramentas e 0s
métodos de investigacdo também é essencial para a compreensdo adequada da estrutura e do
funcionamento das ceélulas, dos tecidos e dos 6rgdos. Sdo reconhecidos quatro tecidos
fundamentais e divididos em: Tecido Epitelial, Tecido conjuntivo, Tecido nervoso e Tecido
muscular. O tamanho pequeno das células e dos componentes da matriz, torna o estudo destes
tecidos dependente do uso do microscopio. Que sdo eles: Optico ou de luz, eletrénico de
transmissdo e eletronico de varredura. O procedimento mais usado nesses estudos é a
preparacdo de cortes histoldgicos ou delgados, conhecidos como (Histotécnicas). Esses tecidos
ou orgdos devem passar por um processo antes de serem colocados em laminas de vidro.
Passando primeiro pela “Coleta de material”. Essas sec¢Oes sdo feitas a partir de tecidos que
necessitam sofrer uma série de tratamentos prévios para entdo poderem ser fatiados por meio
de instrumentos de grande precisdo, chamados “Microtomos”.

Esses procedimentos incluem: Coleta, fixacdo, clivagem, processamento, desidratacéo,

diafanizacdo, infiltracdo, inclusdo, microtomia, coloracéo e selagem para observacéo.



Neste projeto realizamos métodos de coleta do material, corte, producéo de laminas e verificacdo

da qualidade do material voltadas para analise dos tecidos.

DESENVOLVIMENTO

MATERIAIS E METODOS
Coleta:
Esse processo de coleta com camundongo, ele ja estava em eutosanasia, com formol e

por isso ficou mais rigido e duro ‘post mortem’.

Colocamos o animal em decubito dorsal e o primeiro passo para coleta foi a retirada em
monobloco por inteiro deste animal.

Apos a coleta, o material é emblocado em parafina devera ser identificado por nimero,
data...(neste caso) que o acompanhard durante todos os procedimentos da técnica histologica

(Fixacéo, clivagem,diafanizacdo, infiltracdo, inclusdo, microtomia e coloracgéo).

Coleta no camundongo



Monobloco

Emblocamento

Cortes do material:

A microtomia consiste em executar cortes bem finos com espessura de 3 a 6
micrémetros para a passagem de luz e observacdo do tecido ao microscopio. O equipamento
utilizado para a obtencao dos cortes é o microtomo. Ha varios tipos de micrétomos, porém, o
mais utilizado na técnica histologica de rotina é o microtomo rotatério (tipo Minot). A navalha
é uma das pecas fundamentais nesse equipamento, sendo responsavel por executar 0s cortes
que podem ser de diversos tipos. As navalhas mais utilizadas sdo as descartaveis por possuirem
custo menor em relacdo as de aco. Para a realizacdo da microtomia, 0 bloco precisa estar
resfriado e fixo no microtomo para obter uma fatia fina do material. Os cortes obtidos devem
ser levados com o auxilio de uma pinga ao banho-maria a temperatura aproximada de 40 a 50°C
para que as fitas de parafina se distendem sobre a &gua, evitando a formacgdo de dobras no
tecido. Em seguida, os cortes sdo pescados com laminas previamente limpas e identificadas,
que serdo encaminhadas a estufa a 60°C por um periodo minimo de 2 horas.



Para evitar que os cortes se desprendam das laminas durante o processo de coloragdo utilizam-

se adesivos, como a albumina de Mayer.

A 1
Micrétomo (Laboratério Unifeob)

Coloragéo:

A coloracéo pode trabalhar com até 4 tipos de corantes diferentes, nos trabalhamos com
a Hematoxilina e a Eosina e Tricromo de Masson, sendo a Hematoxilina para a analise do
nucleo celular e a Eosina para anélise do citoplasma e do tecido conjuntivo corados em tos de
rosa e vermelho e o Tricromo de Masson para a analise dos nucleos do tecido que sdo corados
em preto, o citoplasma e as fibras sdo coradas em vermelho e o coldgeno em azul.

Para que o processo de coloracdo seja realizado com sucesso é necessario que se siga
uma série de protocolos laboratoriais, no caso da Hematoxilina-Eosina o primeiro deles a
retirada da parafina da ldamina e a hidratacdo do tecido, em seguida ele passa por uma serie de
xilol, &lcool e agua pelo tempo determinado pelo protocolo em cada etapa, para entdo seguir
para a coloracdo.O primeiro corante usado é a Hematoxilina que deve ficar no tecido por 2
minutos e depois retirar 0 excesso em agua corrente por 10, para entdo ser colocado a coloracéo
de Eosina de 3 a 8 minutos, apds esse processo a lamina passa novamente por uma bateria de
alcool e xilol para fixar a coloracdo. Apos essa fase do processo ter ocorrido bem, podemos
observar os nucleos das células do tecido coloridos em tons de azul e o citoplasma colorido em
tons de vermelho.
Ja no Tricromo de Masson é necessario desparafinizar a lamina e hidratar o tecido, em seguida
0 tecido passa por uma série de Xilois e alcoois e dgua pelo tempo determinado pelo protocolo,
para entdo seguir para a coloracdo. O primeiro corante usado é a Hematoxilina Férrica que deve
ficar no tecido por 5 minutos e depois retirar 0 excesso com agua corrente por 5, para entao ser
adicionada a fucsina acida por 5 minutos, ela deve ser lavada para a adicdo da solucédo
fosfomolobdico-fosfotungistico, em seguida é adicionado azul de anilina, apos esse processo a
lamina passa novamente por uma bateria de alcodis e xilois para que a coloracdo se fixe no
tecido. ApOs essa etapa ter ocorrido bem pode-se observar todas as estruturas coloridas

perfeitamente.



Protocolo HEMATOXILINA-EOSINA (HE)
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Protocolo de coloracdo de Hematoxilina-Eosina

Coloragao com Tricromicos
Nessa coloragdao usamos tricromico de masson, mas existe também de “Mallory”.
Os tricromicos além de mostrar muito bem o nicleo e o citoplasma, ajudam a diferenciar
colédgeno e masculo liso entre si. Uma técnica especialmente boa para observar e diferenciar o

colageno é o uso do corante associado com a luz polarizada (microscopia de polarizacéo).

Preparo dos corantes e solucdes:

A) Solucéo de Bouin

75 ml de solucdo saturada de acido picrico 25 ml formaldeido puro

5 ml &cido acético glacial

B) Hematoxilina férrica de Weigert

Solucédo A - colocar 1 g de hematoxilina em 100 ml de alcool 95%.

Solucédo B- colocar 4 ml de solucéo aquosa de cloreto férrico a 29% em 95 ml de agua
destilada e 1 ml de acido cloridrico concentrado.

Observacdo: juntar na hora do uso partes iguais da solucdo A e B.

C) Solucéo de Escarlate de Biebrich

90ml de solucdo aquosa de Escarlate de Biebrich 1% 10ml de solu¢édo aquosa de fucsina acida
1%

1 ml de &cido acético glacial.

D) Solucéo acida fosfotngstica-fosfo molibdico 2,5 g de acido fosfotdngstico

2,5 g de acido fosfomolibdico

100 ml de agua destilada

E) Solugéo de azul de anilina 2,5g de azul de anilina



2 ml de &cido acético glacial 100 ml de &gua destilada
F) Solucdo de agua-acido 100 ml de agua destilada

1 ml de &cido acético glacial
(Livro de his.Basica; JUNQUEIRA e CARNEIRO)

Protocolo TRICROMO DE MASSON

T } 10minutos
| )(E)l 2 5 5 minutos
J— ~ Alcool 100% [ 5 minutos 1
L éﬁml 95% . . "7_ 5 minutos
L 2 AE?I 7_9% | ~ Sminutos {
[ Peuaestiods "} E m _(
L Hematoxilina Férrica S minutos
L —— Ma e 5 mlnutos /
‘V T Fcm Acida S minutos [
Agua destilada Sminutos
| Solugao fosfomolobdico- sy
f fosfotungstico Renieos “
{ Azul de Aniina Wiad  0minutes |
| Agua destilada S Smm%
{ Acdoacitico | 3mingtes
i " Alcool95% " 2minutes
~ Alcool 100% [ 2minutes
Alcool 100% " 2minutos
Xilol 1 S minutos
Xiolz S minutos

5 minutos

Xilol 3

*Lamina de traquéia de camundongo colorida com Tricromo de Masson objetiva 4x

*Protocolo de coloragao de Tricromio de Masson

RESULTADOS E DISCUSSAO
As laminas produzidas obtiveram um resultado positivo, ndo possuem nenhuma bolha

que poderia ter surgido no fechamento da lamina, as coloracGes foram feitas corretamente

dando um bom resultado na observacdo dos tecidos. Os tecidos utilizados foram traquéia de

camundongo e figado de porco.

Laminas produzidas:



Laminas de traquéia de camundongo produzidas nas colora¢cdes Hematoxilina-Eosina e
Tricromo de Masson



Lamina de traquéia de camundongo colorida com Hematoxilina-Eosina objetiva 4x

Lamina de traquéia de camundongo colorida com Hematoxilina-Eosina objetiva 10x



Lamina de traquéia de camundongo colorida com Hematoxilina-Eosina objetiva 100x



Lamina de figado de porco colorida com Tricromo de Masson objetiva 4x

Lamina de figado de porco colorida com Tricromo de Masson objetiva 10x



Lamina de figado de porco colorida com Tricromo de Masson objetiva 40x

Lamina de figado de porco colorida com Tricromo de Masson objetiva 100x

Lamina de traquéia de camundongo colorida com Tricromo de Masson objetiva 4x

CONCLUSAO OU CONSIDERACOES FINAIS



Depois de conhecermos os métodos de estudo da histologia, visualizarmos e
analisarmos como s&o feitas as etapas técnicas do processo histoldgico, concluimos que tivemos
um Gtimo avanco de acordo com os resultados obtidos, todos os processos foram extremamente
perfeitos desde a coleta do material até lamina pronta, destacando principalmente a producéo
do bloquinho de parafina e as coloracfes utilizadas (Hematoxilina e eosina e o Tricomo de
Masson).
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