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1 INTRODUCAO

Com o auxilio de microscépios, pesquisas em areas quimicas, fisioldgicas, imunoldgicas
e patoldgicas, a histologia estuda as células, os tecidos e os modos que as estruturas dos 6rgaos
se organizam (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Portanto, este artigo visa demonstrar a
realizacdo das técnicas histologicas, conjunto de processos para a observacdo adequada dos
tecidos, e histoquimicas, que consistem no estudo da constituicdo quimica das células e dos
tecidos, por meio do preparo dos materiais para analise microscopica (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017). Para isso, € utilizado principalmente o microscépio de luz ou dptico,
composto por partes mecanicas e opticas, que forma a imagem da estrutura observada ampliada,
realizada pela objetiva e ocular, a partir da emissdao de raios luminosos, projetado pelo
condensador (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017), que atravessam o tecido em razdo dos cortes
histolégicos feito pelo microtomo, instrumento preciso que corta fatias extremamente finas para
a obtencdo de amostras.

Com tudo, para a observacdo supracitada, sera necessario realizar a coleta do material,
gue consiste na remocao de amostras de tecido de um determinado organismo, podendo ser
obtida atraves de bidpsia ou durante o procedimento de necropsia. Desse modo, a fim de
interromper o metabolismo celular, evitando o endurecimento dos fragmentos e a digestao por
enzimas, é realizada a fixacdo, equivalente a imersdo dos tecidos em solucdes desnaturantes
(fixadores), como por exemplo o glutaraldeido e o formaldeido. Logo, a clivagem consiste em
reduzir as dimens@es dos fragmentos dos tecidos coletados, ocorrendo em algumas horas apds
a fixacdo. Ademais, a parcela de tecido ou 6rgdo deve passar pelo processo de desidratacdo e
clareamento, para a retirada de agua via imersdo em etanol gradativamente e para a
transparéncia do tecido em solugdes de xilol, nessa ordem, preparando-o para banhos de
parafina para que resulte numa consisténcia mais rigida (CAPUTO; GITIRANA; MANSO,
2010).



Portanto, ressalta-se que a maioria dos tecidos sdo incolores, sendo necessario a
coloracéo para possibilitar a visualizagdo das estruturas teciduais, para tal séo utilizados
corantes como a hematoxilina — coloracdo roxa reagente aos nucleos celulares - e a eosina —
coloracgdo rosa resultante ao citoplasma e a matriz extracelular (OVALLE, 2014). Por fim, o
corte é desidratado e clarificado novamente para permitir que uma fina laminula de vidro o
proteja e torne-o possivel para a observagdo no microscépio de luz. Vale ressaltar que as
microscopias de uso comum abrangem também a microscopia de contraste de fase, a
microscopia confocal, e a microscopia eletronica de transmisséo e de varredura (GARTNER,
2017).

Nota-se, assim, que a histologia, juntamente com suas técnicas de estudo, proporciona
a identificacdo, a caracterizacdo, a analise e a descrigdo das estruturas dos inimeros tecidos e
6rgdos constituintes do organismo animal, resultando também em um diagndstico, por meio de
estudos comparativos de tecidos patologicos e saudaveis. Aliado a isso, tem-se como objetivo
deste artigo a realizacdo de pesquisas e de estudos dos materiais histologicos, a fim de
proporcionar maiores conhecimentos e maior dominio nesse ramo.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo da andlise, foi necessario a utilizacéo de alcool 70%, formol 10%, um
bisturi com lamina 21, parafina, esquadros de Leuckart, pingas cirdrgicas, uma tesoura sem
ponta, navalhas, um cassete, um camundongo, presentes na figura 1, e 0s corantes
(Hematoxilina, Eosina e Tricromo de Masson).

FIGURA 1. Materiais utilizados para fixacao

Primeiramente, foi preparada a solu¢do de formol 10%, fixador quimico do qual tem
como objetivo preservar o material histologico, utilizando nove partes de dgua para uma parte
de formol puro. Evidencia-se que, para uma fixacdo adequada, é fundamental que a peca fique
imersa em um volume de vinte vezes maior que a dimensdo da mesma. Por conseguinte,



sucedeu-se 0 corte no camundongo em posicdo decubito dorsal com o auxilio do bisturi,
aparente na figura 2, a fim de retirar amostras de varios érgdos com o amparo da tesoura, com
0 intuito de afastar os outros tecidos sem a ruptura dos mesmos, e das navalhas para o corte
cruzado dos 6rgéos retirados do camundongo, exposto na figura 3.

FIGURA 2. Camundongos fixados previamente em decubito dorsal para corte com auxilio
do bisturi

FIGURA 3. Orgéos retirados do camundongo para a escolha do material

Ademais, destinou-se uma parte das amostras para 0 cassete, juntamente com a
identificacdo dos 6rgéos, que logo foram inseridos no fixador por um periodo entre 6 a 24 horas.
Portanto, apos derreter a parafina, o tecido é colocado na mesma com a assisténcia de uma pinga
aquecida pela lamparina, para que o tecido se solte na parafina com facilidade. Para a formacéo
do bloco de parafina € primordial o uso do esquadro de Leuckart, apresentados nas figuras 4 e
5, e a identificacdo do material histologico.



FIGURA 5. Tecido inserido na parafina

Posteriormente ao preparo do bloco de parafina, deve-se realizar uma lapidacdo no
bloco com o objetivo de retirarmos o excesso de parafina para que o tecido fique mais aparente.
Antes de inserir o bloco no micrétomo, € necessario resfriar a peca de parafina para que o
mesmo ndo amoleca durante o processo de microtomia, evidenciando-se que o ponto de fusao
é de 50°C. E indispensavel o uso do gelo, caso este imprevisto aconteca, friccionando o cubo
de gelo no material j& inserido no micrétomo.

FIGURA 6. Bloco de parafina antes da lapidacao



E aconselnavel que, durante o uso do maquinario, seja utilizado uma navalha
descartéavel, perante que a mesma proporciona um corte mais limpo do tecido, sem deixar falhas
ou ranhuras. Também € crucial configurar a espessura do corte, que varia entre 3 a 6 pm,
geralmente no laboratério estd configurado em 4 um. Dessa forma, os cortes realizados,
expostos na figura 8, devem ser encaminhados ao banho histoldgico, estrutura da figura 9, com
0 auxilio de uma pinga, a uma temperatura entre 40 e 44°C, com a finalidade de distender o
tecido sobre a &gua para que assim retire as possiveis dobras, visto na figura 10.

FIGURA 8. Inicio do corte do bloco de parafina

Em seguida, realiza-se o processo denominado “pescagem”, do qual utiliza-se uma
lamina previamente limpa e identificada, com o uso de um lapis na parte opaca da mesma,
submergindo-a no banho histoldgico e realizando a captura do tecido. Subsequente, a lamina
sera encaminhada a uma estufa, que se encontrard em uma temperatura de 60°C, e devera ser
mantida durante 2 horas para o derretimento da parafina.



FIGURA 9. Aparelho utilizado para realizacdo do banho histolégico

FIGURA 10. Material em banho histoldgico para a realizagdo da “pescagem’’
ETAPA 1 - COLORACAO HE

Para a finalizacdo da montagem das laminas histoldgicas é imprescindivel a coloracéo
das mesmas. Nesse caso, foi utilizado o procedimento de coloracdo HE, ou seja, coloriu-se com
Hematoxilina e Eosina, baterias da figura 11. Primordialmente, efetua-se a remocdo da parafina
e a reidratacdo do corte, iniciando-se o processo de desparafinizacdo dentro do exaustor, com o
Xilol 1 e Xilol 2 durante 10 e 5 minutos, respectivamente, e logo apos é realizado o processo
de hidratacdo, com concentracdes de alcool 100%, 95% e 70% deixando agir em uma média de
5 minutos cada. Determinados processos s@o feitos na mesma vidraria, mostrada na figura 12.
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FIGURA 11. Baterias de Eosina e Hematoxilina para coloracdo da lamina

A vista disto, € realizada a lavagem das laminas com agua destilada durante 1 minuto,
com o objetivo de receber o primeiro corante, a Hematoxilina, que deve ser mantido durante 5
minutos, e logo apds deve passar por uma outra lavagem em agua corrente, com o intuito de
corar com Eosina entre 3 a 8 minutos. Assim sendo, retira-se a agua do tecido com
concentracdes crescentes de alcool, e finalizando com Xilol 1, 2 e 3 para a clarificacdo do
tecido. Determinados processos sao feitos na mesma vidraria, mostrada na figura abaixo.

FIGURA 12. Laminas inseridas em cuba de vidro para banhos de alcool, xilol e coloracdo
Portanto, como ultima etapa do processo realiza-se a selagem da lamina, equivalente a
cobertura do tecido utilizando-se uma laminula de vidro, com o auxilio de material adesivo,
como por exemplo o Balsamo do Canada, o Ethelan, dentre outros. Por fim, deixando-a em
repouso durante 24 horas para a sua visualizagdo no microscopio optico.



FIGURA 13. Laminas prontas para a visualizacdo no microscopio
ETAPA 2 - COLORACAO TRICROMO DE MASSON

E primordial para o término da montagem das laminas histologicas a realizagdo do
processo de coloracdo. Nessa etapa, foi aplicada a metodologia de coloracdo Tricromo de
Masson, sendo um conjunto sequencial de corantes, tais como, Hematoxilina Férrica, e Azul de
Anilina. A principio, remove-se a parafina e reidrata-se o corte, comecando, assim, 0 processo
de desparafinizacdo, com o Xilol 1 e Xilol 2 durante 10 e 5 minutos, respectivamente, e
posteriormente realiza-se a técnica de hidratacdo, com concentracGes de alcool 100%, 95% e
70% deixando agir em uma média de 5 minutos cada.

Por conseguinte, € sucedida a lavagem das ldaminas por 10 minutos, em agua destilada,
com finalidade de adquirir o primeiro corante, a Hematoxilina Férrica (combinacdo de cloreto
de ferro), por 5 minutos. Novamente, é realizada a lavagem em agua destilada por 5 minutos, a
fim de receber o proximo corante, a Fucsina Acida. Sendo assim, a lamina retorna para o banho
em agua destilada durante 5 minutos e obtém a solugdo fosfotlngstico-fosfomolibdico, no
tempo de 10 minutos, um &cido ordente responsavel pela preparacédo do tecido para o contato
com o ultimo corante, o Azul de Anilina, no decorrer de 10 minutos. Estes processos podem ser
visualizados nas figuras 14 até 16.

FIGURA 14. Banhagem das Idaminas nos dois primeiros corantes



FIGURA 16. Coloragdo no Azul de Anilina

Portanto, repete-se a imersdo em agua destilada e acido acético, ao longo de 5 e 3 minutos,
sequencialmente, como pode-se observar nas imagens 17 e 18. Logo apos, mergulha-se em
concentragdes crescentes de alcool, por 2 minutos cada, retirando a dgua do tecido, e



finalizando com Xilol 1, 2 e 3, por 5 minutos, na devida ordem, como apresentado nas figuras
19 e 20.

FIGURA 18. Passagem da lamina pelo acido acético



FIGURA 20. Finalizacdo do processo com a bateria de Xilol

Por fim, como Ultima etapa do processo, realiza-se a selagem da lamina, equivalente a cobertura
do tecido utilizando-se uma laminula de vidro, com o auxilio do Ethelan, uma cola adesiva, e
uma gota de xilol, ficando em repouso durante 24 horas, assim como observa-se na imagem 21.

FIGURA 21. Selagem da lamina



FIGURA 22. Laminas finalizadas e prontas para visualizagdo no microscopio
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a montagem das laminas, inicia-se o processo de visualizacdo dos resultados. A
seguir serdo apresentadas imagens da lamina em diferentes aumentos oculares, contendo a pele
e o0 cranio do camundongo, com a finalidade de expor os pontos corretos e incorretos da
preparacao.

ETAPA 1 - VISUALIZACAO DO MATERIAL CORADO COM HE

0 com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva
denota o tecido epitelial estratificado pavimentoso
queratinizado.



Logo, a seta vermelha aponta o tecido conjuntivo frouxo, constituido por muitas células e
poucas fibras colagenas

FIGURA 24. Tecido de pele corado com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva
10x/0,25

FIGURA 25. Tecido de pele situado no ponto central da lamina, corado com hematoxilina e
eosina, visualizado na objetiva 10x/0,25

Indica-se, na figura 24, que a camada superficial denota o tecido epitelial estratificado
pavimentoso queratinizado, integrado por células mortas e grande quantidade de queratina,
corada em rosa, juntamente com a presenca do epitélio estratificado, corado em roxo escuro. Ja
na area corada em rosa claro, visualizada na figura 25, localizada mais ao centro da lamina,
identifica-se a presenca de tecido conjuntivo frouxo e denso ndo modelado, respectivamente,
sendo o frouxo aquele que possui maior quantidade de células e menor parcela de fibras
colagenas, e o denso, abundante em colageno e células em minoria.



FIGURA 26. Tecido adiposo com presenca de queratina, corado com hematoxilina e eosina,
visualizado na objetiva 40x/0,65

TA 27. Temdé) adlposo&tua, : to central da lamina ,corado com hematoxilina e
; 0 na objetiva 40x/0,65

mpliacdo dos tecidos, com o aparecimento da
ueratlna na extremldad ngo proxnmoa mada basal e salientado na figura 27, esta presente
a mm;.feﬁtagao avantaﬁaéé de células anexadas em uma grande e Unica goticula lipidica,
, a0 yec{doadlposo unfilocular.

figura 27, a existéncia de uma glandula exdcrina
ra fora do sangue, por meio de ductos, como por



FIGURA 28. Dobras no tecido adiposo, corado com hematoxilina e eosina, visualizado na
objetiva 40x/0,65

Vale ressaltar que, nas figuras 26, 27 e 28, ha aparicdo de pontos pretos, denominados
artefatos, ou seja, sujeiras presentes na lamina. Assim como, na imagem 28, tem-se dobras,
resultado de uma falha no momento da producdo da lamina, que prejudicam, tal como os
artefatos, a visibilidade na analise.

ETAPA 2 - VISUALIZACAO DO MATERIAL CORADO COM TRICROMO DE
MASSON

Na observacao deste material, analisa-se o cranio de um embrido de rato. Dessa forma,
os tecidos ainda estdo em desenvolvimento para a composi¢do dos 6rgédos do animal.

v0so0, corado com Tricromo de Masson, visualizado na
objetiva 4x/0,1




Nota-se, na figura 29, a evolugéo do tecido nervoso, circulado em azul, composto por

neurénios, responsaveis pelos impulsos nervosos, e pelas células da Glia que possuem a funcéo
de envolver e nutrir os neurdnios.

ndongo corado com Tricromo de Masson,
ela seta verde, tem-se a pele queratinizada, ja a

pras colagenas, por Gltimo, observa-se o tecido
do pela seta amarela

FIGURA 31. Tecido com presenca de fibras colagenas densas, corado com Tricromo de
Masson, visualizado na objetiva 40x/0,65

Logo, corado em azul, na figura 31, explora-se o conceito da ossificacdo

intramembranosa, resultado da diferenciacdo das células mesenquimais em osteoblastos, que
constitui 0s 0ssos finos do cranio.



FIGURA 32. Dobras no tecido , corado com Tricromo de Masson, visualizado na objetiva
40x/0,65

Assim como, na figura 31, ha presenca de dobras, como também na figura 32,
decorrente de falhas no momento da producédo da lamina, comprometendo a verificacdo dos
tecidos em estudo.

CONCLUSAO

Em suma, o desenvolvimento do presente estudo possibilitou a verificacdo das técnicas
histoldgicas, tanto na extragdo, quanto na visualizacdo do material bioldgico, além das
competéncias praticas sobre a microscopia e o conhecimento sobre diferentes metodologias de
coloracdo. Mediante a isso, ressalta-se que diferentes tipos de tecidos se coram com cores
distintas, sendo possivel, assim, o reconhecimento dos elementos que compdem o material
analisado. Ademais, experimentalmente, é notorio que a coloracdo Tricromo de Masson exibe
um grau de dificuldade maior do que a coloracdo HE, uma vez que 0 mesmo apresenta mais
detalhes e etapas.

Por fim, conclui-se que, para a obtencdo de melhores resultados, é imprescindivel a
efetuacdo de todas as etapas do procedimento histoldgico, seguindo os regulamentos propostos.
Em pratica, obtiveram-se dobras e artefatos, tais quais inibiram a visualizacdo excepcional do
material em estudo.
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