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1 INTRODUCAO

A histologia € a ciéncia que estuda as células no contexto da estrutura tecidual
e a inter-relacdo delas com os constituintes da matriz extracelular. A histotecnologia
proporciona o entendimento dos fundamentos técnicos para a analise dos elementos
teciduais, normais ou patoldgicos, isto €, suas células e os elementos da matriz
extracelular, abrangendo diversas técnicas histoquimicas. Os procedimentos técnicos
aplicados na histotecnologia incluem técnicas citoquimicas, histoquimicas, imuno-
histoquimicas, voltadas para a pesquisa cientifica e para o diagnostico patolégico, além
de anélises em nivel de microscopia eletrénica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).
Neste capitulo, seréo realizadas consideracdes somente sobre as técnicas histoldgicas

voltadas para a analise histoquimica e imunohistoquimica dos tecidos.

Histotecnologista, ou histotécnico, é designada e conferida ao profissional
responsavel por executar a técnica histologica para atuar em instituicbes de saude,
instituicBes voltadas a pesquisa cientifica e ao controle de qualidade, normalmente em
laboratorios de histologia ou anatomopatologia. Sua funcdo, além de ser essencial aos

servicos de saude, pelo apoio ao diagnostico e ao tratamento de



pacientes, esta também localizada de forma central no moderno paradigma médico
anatomoclinico. Os procedimentos utilizados para se obterem amostras de tecido ou
preparados histoldgicos retirados de um organismo para exame microscépico incluem:
coleta do material, fixacéo, clivagem, processamento, inclusdo, microtomia (corte) e
coloracdo. No caso de tecidos calcificados, o material € descalcificado apos a fixacao,
em seguida, realizam-se os outros procedimentos, os quais discutiremos um a um.
Nosso objetivo é mostrar passo a passo do processo de obtencdo de laminas
histologicas para estudo e pesquisa , utilizando as técnicas histoldgicas aprendidas em
laboratorio (CAPUTO, Luzia; GITIRANA, Lycia; MANSO, Pedro Paulo. Conceitos e
métodos para a formacao de profissionais em laboratério de saude).

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS

Para analise, sdo necessarios alcool 70%, formaldeido, bisturi com lamina 21,
parafina, quadrado de Leuckart, pinca cirdrgica, tesoura sem corte, navalha, cassete e

um camundongo, conforme mostrado na Figura a



FIGURA 1. Materiais utilizados para fixacéo

Primeiro, prepare uma solucdo de formaldeido a 10%, um fixador quimico
destinado a preservar o material histoldgico, usando 9 partes de agua para 1 parte de
formaldeido puro. Obviamente, a imersédo da peca em um volume 20 vezes maior que
seu tamanho é essencial para uma fixacdo adequada. Para tanto, os camundongos
foram dissecados em decubito com auxilio de bisturi para os cassetes, juntamente com
a identificacédo dos 6rgaos, e entdo inseridos no fixador por um periodo de tempo entre
6 e 24 horas. Portanto, depois que a parafina € derretida, o tecido é colocado nela com
0 auxilio de pincas aquecidas por lamparina, permitindo que o tecido seja liberado com
facilidade e identificacdo do material histolégico.(Etelcia Moraes; CAPUTO, Luzia
Fatima Goncalves; AMENDOEIRA, Maria Regina Reis. Técnicas Histologicas. Vol. 2
Rio de Janeiro: EPSJV, 2010. pag: 89 - 188).



FIGURA 3. Bloco de parafina antes da lapidacao

Recomenda-se uma navalha descartavel ao usar a maquina, pois corta os tecidos de
forma mais limpa, sem deixar lacunas ou sulcos. Também é importante definir a
espessura do corte, que varia de 3 a 6 ym, e geralmente é definida em 4 ym em
laboratorio. Assim, reduzindo, expostos na figura 8, devem ser encaminhados ao banho
histologico, com auxilio de uma pinga, a uma temperatura entre 40 e 44°C, com a
finalidade de desprender o tecido sobre a agua para que assim retire as possiveis
dobras.



FIGURA 5. 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 fosca da
mesma submergindo no banho banho histoldgico e realizando a captura do tecido.
Subsequente. a lamina sera encaminhada a uma estufa, que se encontra em uma
temperatura de 60°C, e devera ser mantida durante 2 horas para o derretimento da

parafina

FIGURA 6. Aparelho utilizado para realizacdo do banho histolégico



FIGURA 7. Material em banho histolégico para a realizacédo da

“pescagem”

Para completar a montagem das secfes de tecido, a coloracédo € essencial. Neste
caso, foi utilizado o procedimento de coloracio HE (hematoxilina e
eosina).lnicialmente, a parafina foi retirada e os cavacos foram reidratados, iniciou-se
0 processo de desparafinacdo em capela com xileno 1 e xileno 2 por 10 a 5 minutos,
respectivamente, seguido do processo de hidratacéo a 100%, alcool 95% e alcool 70%.
, deixe a média a cada 5 minutos. Certos processos sdo realizados no mesmo

recipiente de vidro.



FIGURA 8. Protocolo para coloragcdo Hematoxilina e Eosina

FIGURA 9. Baterias de Hematoxilina e Eosina usadas para a coloragéo

dalamina

A vista disto, é realizada a lavagem da 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. Retira-se a agua do
tecido com concentracdes crescentes de alcool, e finalizada com Xilol 1, Xilol 2 e Xilol
3 para a clarificagéo do tecido. Determinados processos sao feitos na mesma vidraria,
mostra a figura .(OVALLE, William. Netter Bases da Histologia. Sao Paulo: Grupo GEN,
2014.)

FIGURA 10. Lamina inseridas em cuba de vidro para banhos de alcool,

xilol e coloracéo

Portanto, como a Ultima etapa do processo realiza-se a selagem da lamina, equivalente
a cobertura do tecido utilizando uma laminula de vidro, com o auxilio de material
adesivo (exemplo Balsamo do Canada, Ethelan) entre outros .Por fim deixa-se em
repouso durante 24 horas para a visualizagdo no microscopio optico. (GARTINER,
Leslie. Tratado de Histologia. Sdo Paulo: Grupo GEN, 2017.)



FIGURA 11. Laminas prontas para a visualizagdo no microscopio

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apds montar as laminas , inicie o processo de visualizacdo dos resultados. A seguir, as
imagens das laminas serédo apresentadas em diferentes ampliacdes,

incluindo pele de camundongo, para expor aspectos corretos e incorretos do
preparo.



FIGURA 12. Tecido de pele corado com hematoxilina e eosina, visualizado
na objetiva de 4x/0,1

A indicacdo da seta azul denota o tecido epitelial estratificado pavimentoso
gueratinizado. Logo a seta vermelha aponta o tecido conjuntivo frouxo, construido

por muitas células e poucas fibras colagenas.




FIGURA 13. Tecido de pele corado corado com hematoxilina e o eosina,

visualizado na objetiva 10x/0,25

indica-se, na figura 13, que a camada superficial denota o tecido epitelial
pavimentoso queratinizado, corado em rosa, integrado por célula mortas e grande
guantidade de queratina, juntamente com a presenca do tecido conjuntivo frouxo,
corado em roxo escuro, que contém células em abundéancia. Ja na area corada em
roxo claro, visualizada na figura 14, mais ao centro da lamina é identificado a
presenca de tecido conjuntivo denso ndo modelado, que possui menor quantidade

de células e maior parcela de fibras colagenas.

FIGURA 14. Tecido adiposo cm presenca de queratina, corado com

hematoxilina e eosina visualizado na objetiva de 40x/0,65



FIGURA 15.Dobras no tecido adiposo, corado com hematoxilina e eosina com
objetiva de 40x/0,65

Vale ressaltar que, na figura 15 tem-se dobras, resultado de uma falha no
momento da producao da lamina,que prejudicam, tal como os artefatos, a

visibilidade da analise.

3 TRICROMO DE MASSON

Tricrébmios: nos tricrémios é feita a combinacéo de trés corantes que evidenciam,
por afi- nidade tintorial, determinado tipo de tecido em cor destacada, separando-o de
elementos patoldgicos circundantes ou de outros tecidos, ou mesmo aumentando sua
evidéncia em situacfes patoldgicas. Existem diversos tipos de tricrdmios, segundo a
combinacao de corantes. O tricromo de masson € uma técnica de coloracao diferencial
gue permite distinguir os dois os dois principais grupos de bactérias por microscopia
optica. A técnica de coloracdo de Gram consiste em observar as bactérias Gram -
positivo ( que coram em roxo, pois ndo permitem a entrada do agente diferenciador ) e
as bactérias Gram - negativo ( que coram em rosa, pois permitem a entrada do agente
diferenciador). tricromio de Masson: destaca o colageno em azul ou verde-azulado,
nacleos em roxo ou preto, citoplasma fracamente purpuro e masculo em vermelho

(AARESTRUP, Beatriz Julido. Histologia Essencial, 2012. pag 15 .)



3.1 MATERIAIS E METODOS
As etapas de coloracao do tricrobmico constituem em desparafinar e hidratar o

tecido, lavar as laminas com agua destilada por 1 minuto. Em seguida. colocar em
solucdo de Boilin por 1 hora na estufa a 60 graus.Lavar em agua corrente até tirar o
amarelado deixado pela solucdo anterior e depois em agua destilada;Entdo corar com
Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) por 10 minutos. O préximo é corar pela solucao
de Escarlate de Biebrich por 5 minutos, passar por agua destilada.Diferenciar pela
solucéo de acido fosfotingstico-fosfomolibdico durante 10 a 15 minutos e novamente
lavar em agua destilada .Depois de corar pela solucdo de Azul de Anilina durante 5 a
10 minutos, lavar em agua destilada .Passar pela solu¢do de Acido Acético Glacial 1%
por 3 a 5 minutos, e de novo lavar em agua destilada. E por fim desidratar e clarificar
para realizar a montagem das laminas.

Foram utilizados blocos de parafina contendo amostras de figado suino que foram

utilizados para a obtencao das laminas.Cortes feito no micrétomo a 4 ym.

FIGURA 16. Protocolo de coloragéo tricromo de masson



"N TRICROMO DE MASSON

ST

FIGURA 17. Baterias da coloracgéo tricromo de masson

Apés toda a preparacao do tecido ocorre a preparacao das solucdes e dos corantes
.Solucéo de Bouin

75 ml de solucéo saturada de acido picrico

25 ml formaldeido puro

5 ml &cido acético glacial

. Hematoxilina férrica de Weigert

Solucéo A - colocar 1 g de hematoxilina p6 em 100 ml de alcool 95%.

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

Observacao: juntar na hora do uso partes iguais da solucéo A e B.

.Solucéo de Escarlate de Biebrich

90ml de solucdo aquosa de Escarlate de Biebrich 1%

10ml de solugcéo aquosa de fucsina acida 1%

1 ml de acido acético glacial.

.Solucgéo acida fosfotungstica-fosfomolibdica

2,5 g de &cido fosfotungstico



2,5 g de 4cido fosfomolibdico

100 ml de 4gua destilada

.Solucéo de azul de anilina

2,59 de azul de anilina

2 ml de &cido acético glacial

100 ml de 4gua destilada

.Solucdo de 4gua-acido

100 ml de 4gua destilada

1 ml de &cido acético glacial

(Manual de Técnica Histologica de Rotina e de Colorag¢fes:pag 25-27)

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencéo da lamina foi realizada com sucesso néo houve dobras no tecido,
e nao foi possivel visualizar bolhas na coloracéo e na visualizacdo no microscépio
Optico

FIGURA 18. Lamina de tricromo masson finalizada observacéo a olho nu



Figado suino corado com tricromo de masson, visualizado na objetiva de
4x/0,1

tricromio de Masson: destaca o colageno em azul ou verde-azulado, nicleos em roxo
ou preto, citoplasma fracamente purpuro e musculo em vermelho

4 CONCLUSAO
Este relatorio tem como objetivo a descricdo dos resultados obtidos através de

analises no laboratorio de Histologia do Centro Universitario da Fundacdo Octavio
Bastos, pelos alunos do primeiro periodo de Biomedicina. Durante o processo, teve-se a
orientacdo do professor da disciplina em questdo, Amilton Cesar Santos e do técnico de
laboratorio, Ricardo Alexandre, que demonstraram praticas das diferentes disposi¢coes
dos tecidos em estudo e procedimentos técnicos aplicados na Histotecnologia voltadas
para pesquisas cientificas e diagndsticos patologicos. Nesse sentido, vé-se

caracteristicas estudadas teoricamente, presentes em analises praticas laboratoriais.
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