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INTRODUCAO

Histologia é o estudo das células e dos tecidos do corpo e de como essas estruturas se
organizam para constituir os 6érgdos. Em razdo das pequenas dimensdes das células, seu estudo
é realizado com auxilio de microscopios. Neste capitulo, esses instrumentos serdo apresentados,
e também serdo abordadas algumas maneiras usadas para preparar as células, os tecidos e 0s
orgdos para analise microscopica. Além disso, serdo descritas algumas das metodologias mais
utilizadas para investigar a funcdo e o metabolismo dessas estruturas (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2017).

MATERIAIS E METODOS

Coleta
E a primeira etapa e consiste na retirada de uma amostra de tecido para a investigacao,
chamadas de biopsias (ABRAHAMSOHN, 2016).

Fixacéo

Na fixacdo quimica, os tecidos sdo imersos em solugdes de agentes desnaturantes ou de
agentes que estabilizam as moléculas ao formar pontes com moléculas adjacentes. Um dos
fixadores mais usados para microscopia de luz € uma solucdo de formaldeido a 4%; outro
fixador bastante utilizado é o glutaraldeido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Clivagem



O processo de clivagem é utilizado para reduzir o tamanho das pecas, facilitando a
penetracdo da substancia fixadora em curto periodo de tempo.

A orientacdo do corte das pecas € essencial, pois assim determina como o0s tecidos serao
incluidos no bloco para corte e melhor visao para a analise. As pecas sdo cortadas em um padrao
de 3 mm podendo chegar a 5 mm dependendo do cés .(AARESTRUP, 2012).

Nas pecas solidas o corte tera que ser de maior didmetro e suas faces devem ser planas
e paralelas. As secOes das pecas sdo realizadas com lamina de aco cortante afiada (bisturi
cirurgico ou gilete); o corte deve ser feito em somente uma vez, com movimento inicial do cabo
para a ponta da ldmina.Com o uso do bisturi cirargico tem o resultado de fragmentos planos e
paralelos.(CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010). Importante lembrar de ndo usar pinga ou
outros instrumentos para pressionar o material fixado para ndo ocorrer distor¢ao da estrutura
tecidual (MICHALANY, 1990; CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010).

Desidratacéo

Consiste na remocéo da agua dos tecidos. VVarios métodos sao utilizados, porém o
mais comum compreende uma série de solugdes alcodlicas em concentracdes diferentes,
chegando até o alcool 100% (ABRAHAMSOHN, 2016).

Diafanizagdo

Essa etapa remove totalmente o alcool, preparando o espécime para a etapa seguinte.
Para remover o alcool e preparar o tecido para a penetracéo da parafina, utiliza-se o xilol.
Conforme o xilol penetra o tecido, em substitui¢do ao &lcool, o material se torna mais claro e

transparente. Por essa razdo, ¢ denominada de clarificagio (ABRAHAMSOHN, 2016).

Inclusao

Devem ser infiltrados com substancias que lhes proporcionem uma consisténcia rigida.
As substancias mais utilizadas para esse fim s&o a parafina e algumas resinas de plastico. A
parafina é habitualmente utilizada para microscopia de luz, e as resinas, para microscopia de
luz e eletrénica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Impregnacao
O processo de impregnar os tecidos com parafina é chamado inclusdo ou embebigdo em
parafina e geralmente é precedido por duas etapas: desidratacdo e clareamento.



Nessa etapa, as pecas sdo infiltradas por alguma substancia de consisténcia firme para
que adquiram rigidez suficiente e seja possivel a realizacdo de cortes finos. S&o varios 0s
materiais utilizados para esse fim, como parafina, resina, agar, gelatina, parafina plastica, goma
arabica, polietileno glicol, parafina esterificada e celoidina (SUVARNA; LAYTON;
BANCROFT, 2013; SOUZA JUNIOR, 2010).

Microtomia

Depois de endurecido, o bloco de parafina deve ser cortado em se¢des extremamente
finas, que permitam a visualizacdo do tecido ao microscopio. Para isso, é utilizado o
equipamento de precisdo micrétomo, que alcanca a espessura dos cortes de 5 a 15 um

(micrémetros) (ABRAHAMSOHN, 2016).

Coloracéo

Para ser estudada ao microscopio, a maioria dos cortes histologicos deve ser corada,
porgue, com poucas excecdes, 0s tecidos sdo incolores. Os componentes dos tecidos que se
coram bem com corantes basicos sdo chamados de basofilos, e os que tém grande afinidade
com corantes acidos, de acidéfilos. O azul de toluidina e o azul de metileno sdo exemplos de
corantes basicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Os principais componentes dos tecidos que reagem com corantes basicos o fazem por
conter acidos na sua composicao — acidos nucleicos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas
acidas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Montagem

O material a observar é colocado entre a lamina e a laminula: segurando a laminula,
com a ajuda de uma agulha de dissec¢do, de modo a que ela fagca um angulo de 45° com a
lamina, deixa-se cair lentamente (TORRAO, 2022).

Este processo consiste em depositar uma ou duas gotas de resina liquida sobre o corte
gue esta aderido a lamina de vidro e cobri-lo com a laminula. Nesta etapa deve-se evitar as
bolhas de ar que se formam na resina durante a colocacdo da lamina (TIMM, 1996).

Sequéncia da montagem:

Pingar 2 gotas de resina liquida (Balsamo do Canada);

Colocar a laminula sobre a 1amina;

Pressionar levemente para tirar as bolhas;

Levar as laminas até a estufa para secagem ou deixar secando ao ar livre;



Ap0s a secagem, as laminas podem ser observadas ao microscépio de luz.

1.Coleta mp 2Fixacio mp 3.Clivagem

> S

Ny 4-1Xilol
4.2Diafanizacao

= 5.inclusio ™ g Microtomia

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi feito para anélise histoldgica uma Iamina de pele fina com queratina com os métodos
citados anteriormente, o resultado foi satisfatério pode-se observar claramente no microscopio
as camadas e caracteristicas do tecido epitelial e do conjuntivo, e com isto podemos nos
aprofundar no conhecimento de cada tecido e de técnicas histolégicas preparando laminas e
observando-as no microscépio. No livro de histologia basica de Junqueira e Carneiro no
capitulo 4 na pagina 75 figura 4.19 observa-se que 0 nosso resultado foi semelhante ao deles do
tecido epitelial daimagem 1 e 2, no capitulo 5 pagina 102, na figura 5.20 é semelhante a imagem
3 e no mesmo capitulo na pagina 112 figura 5.37 também vemos semelhanca a imagem 4.



Na imagem 1 podemos ver na lente de 4x apontada pela seta vermelha a camada de
queratina com foliculos, e logo abaixo apontado pela seta azul podemos ver a camada de células
que formam o epitélio. E vemos também as fibras que ficam abaixo do epitélio.

Na imagem 2 podemos ver na lente de 40x mais claramente a camada de queratina e as
células abaixo dela vendo mais claramente uma caracteristica delas, quanto mais perto da
camada de queratina elas estdo mais achatadas sdo e quanto mais afastadas sdo cubdides.

Na imagem 3 podemos ver na lente de 40x as fibras colagenas que ficam logo abaixo
do epitélio mais de perto elas apresentam nucleos de fibroblastos que sdo 0s pontos roxos
escuros.

Na imagem 4 podemos ver na lente de 10x a diviséo entre epiderme e derme, em azul
sendo classificado o tecido epitelial pavimentoso estratificado queratinizado (epiderme), e em

vermelho o tecido conjuntivo denso ndo modelado (derme).



1° Lamina

Nesta imagem da lamina de es6fago podemos observar bem a coloracdo de Tricrémico
de Masson, apontada pela seta vermelha vemos a mucosa, pela seta azul vemos a submucosa

com fibras colagenas que foram coradas de azul e pela seta laranja vemos a camada muscular.

2° Lamina

Nesta imagem da lamina de cranio de rato a coloracdo de Tricromico de Masson ficou
pouco evidente pela falta de fibras, mas ainda é possivel observar uma leve coloracdo azul onde
a seta esta indicando.



Foram feitas mais duas Iaminas (cranio de rato e es6fago) com o mesmo método usado
anteriormente mas desta vez usamos a coloragdo de Tricromico de Masson (TM) que cora a
queratina em vermelho, fibras musculares, colageno e 0sso em azul, citoplasma em vermelho
claro ou rosa e nucleos de células de marrom escura ou preto. Obtivemos um resultado
satisfatorio foi possivel observar no microscopio a coloragdo correta das fibras e colageno, na
l&amina de es6fago o resultado é semelhante a figura 17.25 do capitulo 17 do livro de Histologia
de Paulo Abrahamsohn e a coloracdo azul das fibras ficou mais evidente, na ldmina de cranio
de rato vemos uma pequena semelhanca com a figura 10.10, capitulo 10 do livro Histologia

Essencial de Beatriz Julido Aarestrup, nesta lamina a coloracdo das fibras ficou pouco evidente.
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