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INTRODUCAO

A histologia é baseada no estudo das células, carregando o objetivo essencial para estudo
e pesquisa de conhecer os tipos de tecidos, entender as caracteristicas, compreender as suas
funcoes e identificar as especializacGes visualizadas no microscopio de luz ou éptico. Associada
a quimica, biologia, fisiologia, imunologia e patologia, a histologia esta diretamente relacionada
a areas de investigacdo de doencas e interacdes na saude. E ideal conhecer as ferramentas
necessarias, métodos de investigacdo e suas funcdes de maneira adequada para 0 uso pratico da
compreensdo das estruturas, funcionamento das células, dos tecidos e dos Orgaos.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO,2017).

A preparacdo de cortes histoldgicos é o procedimento mais utilizado no estudo dos
tecidos ao microscépio de luz. Nesse tipo de microscopio, a imagem € formada a partir de raios
luminosos de um feixe de luz que atravessa uma estrutura. JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).
Porém, a grande espessura dos tecidos e 6rgaos nao possibilita a passagem adequada de luz para
uma imagem ser formada. Por isso, eles devem ser fatiados em seccdes, colocados sobre lamina
de vidro antes de serem examinados ao microscopio. Essas seccdes sdo obtidas através do
micr6tomo, mas para isso, 0s tecidos e Orgdos precisam passar por Varios tratamentos.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Apo6s a remocdo do corpo, os tecidos e 6rgdos devem passar por um processo chamado
de fixacdo, com os seguintes objetivos: evitar que as proprias enzimas presentes nas células ou

bactérias digiram o tecido; endurecer os fragmentos; preservar amplamente a estrutura e a



composicao molecular do tecido. A fixacdo pode ser realizada de duas maneiras: por métodos
quimicos ou por métodos fisicos. Na fixa¢do quimica, os tecidos sdo banhados em fixadores -
solucBes de agentes desnaturantes ou de agentes que estabilizem as moléculas. Como o fixador
leva algum tempo para se difundir rapidamente no interior dos fragmentos, pedacos grandes
devem ser cortados em pedacos menores antes da imerséo no fixador. Deste modo, facilita-se a
penetracdo do fixador no fragmento, garantindo a melhor preservagdo de sua estrutura.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Os fixadores mais usados para microscopia de luz sdo o formaldeido a 4% e o
glutaraldeido. Devido a alta resolucao fornecida pela microscopia eletrénica, é necessario mais
cuidado durante a fixacdo para melhor preservar os detalhes ultraestruturais das células e da
matriz. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Para obter cortes finos com o microtomo, os fragmentos de tecidos e 6rgdos, apos a
fixacdo, devem ser infiltrados com substancias que lhe proporcionem uma consisténcia rigida.
As substancias mais usadas sdo parafina e algumas resinas plasticas. A parafina € usada para
microscopia de luz e as resinas para microscopia de luz e eletrénica. Geralmente, é feito em
duas etapas: desidratacdo, onde a &gua contida nos tecidos € extraida pela passagem dos
fragmentos por diversos banhos de solu¢fes de concentracdes crescentes de etanol (desde etanol
70% até etanol 100%). Apos a desidratacdo, o etanol dos fragmentos deve ser substituido por
uma substancia intermediaria (geralmente um solvente organico) que é miscivel tanto em
etanol, como no meio que foi escolhido para incluséo (parafina ou resina), como o xilol e 0
toluol. JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Na segunda etapa, chamada clareamento, os fragmentos sdo embebidos no solvente,
ficando transparentes ou transltcidos e em seguida sdo colocados em parafina derretida (56° a
60°C). O calor causa a evaporacao do solvente organico, e 0s espagos existentes dentro dos
tecidos sdo preenchidos com parafina. Depois de retirados da estufa a parafina solidifica,
tornando rigidos. Por fim, sdo levados ao microtomo, onde serdo cortados por uma lamina de
aco ou vidro com espessura de 1 a 10 micrémetros e ap6s isso 0s cortes sdo colocados para
flutuar sobre uma superficie de agua aquecida, e em sequéncia sobre laminas de vidro, onde
serdo coradas. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A grande maioria dos tecidos s&o incolores, por conta disso, a coloracédo é essencial para
tornar-se evidente 0s componentes dos tecidos. Muitos corantes se comportam como

substancias de carater acido ou basico. Os componentes de um tecido que se coram bem com



corantes basicos (Hematoxilina) sdo chamados de basofilos e 0s que se coram bem com corantes
acidos (Eosina) chamam-se aciddfilos. Os principais componentes dos tecidos que tém carater
acido e tem grande afinidade com corantes basicos sdo os acidos nucleicos. J& 0s componentes
béasicos que tem grande afinidade com corantes acidos sdo mitocéndrias, granulos de secrecéo,
proteinas citoplasmaticas e colageno. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A combinacao de hematoxilina e a eosina (HE) é a mais usada. A hematoxilina cora em
azul ou violeta o nlcleo das células, rico em acido desoxirribonucleico. J& a eosina, cora o
citoplasma e o colageno em cor-de-rosa. Outros corantes também sdo usados no lugar da HE,
um dos exemplos s&o os tricromicos (corantes de Mallory e o de Masson). A principal fungéo
dos tricrémicos é diferenciar o colageno de um musculo liso. JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

O objetivo deste projeto é a producdo de laminas e materiais histolégicos para estudo e

pesquisa.

DESENVOLVIMENTO
MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo do processo de técnicas histoldgicas foi necessaria a utilizacdo de
formalina a 10%, agua destilada, proveta, cassete histolégico identificado, alcool (70%, 80%,
90% e 100%), xilol I e 11, parafina, bisturi com lamina 21, tesoura romba/romba (sem ponta),
tesoura ponta fina, esquadro de Leuckart, microtomo, navalhas e o material histologico que sera

analisado, que nesse caso foi um camundongo.

FIGURA 1. Materiais utilizados para fixagao.



Primeiramente, para facilitar a organizacdo dos procedimentos, separou-se 0s materiais
em cima da bancada. Diante dos respectivos materiais, 0s métodos utilizados para a realiza¢éo
da lamina foram em primeiro lugar, preparar uma solucgéo de formalina a 10%, ou seja, utilizou-
se nove partes de agua destilada para uma parte de formol, com o objetivo de preservar o
material histol6gico. Com os camundongos ja fixados, com o auxilio do bisturi e da tesoura
romba/romba, iniciou-se a clivagem com o objetivo de reduzir o tamanho do material e facilitar
a fixacdo, portanto, fez-se o corte no camundongo em posicao decubito dorsal, retirando os
6rgdos que foram utilizados com a ajuda de navalhas para que nenhum outro 6rgao fosse
comprometido. Por fim, separou-se em cassetes histoldgicos identificados, os 6rgdos que seriam

utilizados para realizacdo da préxima etapa.

FIGURA 3. Camundongo ap0s o corte com o bisturi, pronto para clivagem.



FIGURA 5. Cassetes histologicos.

Ap0s esses procedimentos realizou-se 0 segundo passo, sendo assim, foi feito o processo
de desidratacdo em alcool 70%, 80%, 90% e absoluto duas vezes (1 hora para cada banho de
alcool), com o objetivo de retirar a &gua presente no tecido. Em seguida, ocorre o processo de

diafanizacdo, utilizando Xilol I e Xilol 1l para a remocéo do alcool do tecido.

Depois desse processo, realizou-se a impregnacdo, que consiste na infiltragdo da
parafina liquida, antes colocada na estufa a 60°C, no material biolégico, para que o tecido
adquira rigidez suficiente e seja possivel a realizacdo de cortes finos. Para isso, foi necessario
0 uso de uma pinga aquecida para inser¢do do material e tambem o uso do esquadro de Leuckart
a fim de adquirir o formato de um bloco. O objetivo desta etapa é eliminar completamente o

xilol contido na peca e a total penetragdo da parafina nos espacos deixados pela &gua e pela



gordura antes existentes no tecido, além de fazer a inclusdo do tecido em parafina com a

superficie (clivada) a ser cortada para baixo.

Apos o resfriamento, ocorre a lapidacdo para que o excesso de parafina seja retirado e o
tecido fique mais visivel e assim, os blocos de parafina com o material incluido séo obtidos e
estdo prontos para microtomia, precisando serem conservados em local gelado para que a

parafina ndo derreta.

FIGURA 7. Tecido inserido na parafina com auxilio do esquadro de Leuckart.



FIGURA 8. Tecidos emblocados na parafina e lapidados.

Desse modo, os blocos resfriados serdo submetidos ao micrétomo que realizara cortes
sequenciais finos com espessura de 3 a 6 micrémetros com a ajuda de navalhas descartaveis,
visto que proporcionam um corte sem tantas falhas, para que possa ocorrer a passagem de luz
no microscépio. Os cortes obtidos devem ser levados com o auxilio de uma pinga ao banho
histolégico a uma temperatura entre 40 e 44°C, evitando-se a formacédo de dobras no tecido.

FIGURA 9. Bloco de parafina posicionado no micrétomo rotativo para corte microscépico.



FIGURA 11. Aparelho utilizado para realizacdo do banho histoldgico.

Posteriormente, ¢ feito o processo chamado de “pescagem”, que ocorre com laminas
previamente limpas e identificadas na parte fosca com o uso de um lapis, que serdo
encaminhadas a estufa a 60°C por no minimo 2 horas para o derretimento da parafina. Depois
desse processo, coloca-se as laminas na cuba para ndo grudarem e serem utilizadas na ultima

etapa.



FIGURA 12. Material em banho histologico para a “pescagem”.

FIGURA 13. Material adicionado a 1amina pela “pescagem”.

Para finalizacdo, a coloracdo é o processo indispensavel da producdo, visualizacéo e
interpretacdo dos componentes teciduais presentes nas laminas histologicas. Existem diversos
tipos de coloracdo, mas a mais indicada para esse tipo de analise € com hematoxilina e eosina
(H.E). Como esse tipo de corante é hidrossoltvel foi necessario desparafinar-se com 2 banhos
de Xilol de até 10 minutos cada e hidratar-se com concentra¢fes decrescentes de alcool, lavando
com agua destilada durante 1 minuto, para receber o primeiro corante, a hematoxilina. O tecido
ficou imerso no corante por 3 minutos e em seguida lava-se em agua corrente podendo deixar
até 10 minutos. Consecutivamente, cora-se com eosina deixando o tecido imerso por até 7

minutos. Concluimos desidratando com a bateria de solugdes de &lcool e clarificando com Xilol



I e Xilol 1l para realizar a montagem das Idminas. Esse processo é feito na mesma vidraria, chamada

de cuba, mostrada na figura 14 abaixo.

Xilol 1

pesparafinizar

FIGURA 15. Baterias de solucdo de xilol 1 e xilol 2 para desparafinizar e clarificar, e alcool
100% e alcool 95% para hidratar.
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FIGURA 16. Baterias de Eosina e Hematoxilina para coloracdo da lamina.
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FIGURA 18. Baterias de solugdes de alcool 100% para desidratar, e xilol 1 e xilol 2 para

clarificacdo e montagem da lamina.



Além da Hematoxilina e Eosina foi usado um outro tipo de coloragdo, chamado
Tricémico de Masson. Nesse tipo de coloracdo, primeiramente, ocorreu a desparafinizacdo com
Xilol 1 e 2 e a hidratacdo com alcool 100%, 95% e 70%. Em seguida, lavou-se as laminas com
agua destilada por 1 minuto e colocou em solugdo de Boitin por 1 hora na estufa a 60 graus.
Novamente, lavou-se em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado pela solugdo de

Boilin e depois em &gua destilada.

" ey
FIGURA 19. Sequéncia de solucBes usadas para a coloracdo de Tricrémico de Masson.

Apos isso, banhou-se a lamina em Hematoxilina Férrica de Weigert por 10 minutos, em
solucdo de Escarlate de Biebrich/Fucsina Acida por 5 minutos, diferenciou-se pela solucio de
acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante 10 minutos, banhou-se em solucdo de Azul de
Anilina durante 10 minutos e em solugdo de Acido Acético 3% por 3 minutos. Entre cada
solucdo de colorago, que sdo a Hematoxilina Férrica, a Fucsina Acida e o Azul de Anilina, foi
feito a lavagem em agua destilada. Por fim, ocorreu a desidratacdo com a bateria de alcoois

(95%, 100% e 100%), a clarificacdo com a bateria de Xilol 1, 2 e 3 manuseada na capela.

FIGURA 20. Solugédo de hematoxilina férrica, usada para corar os ncleos em preto.



FIGURA 22. Solucdo de fosfotungstico-fosfomolibdico, usado para preparar a lamina para

receber o azul de anilina.

FIGURA 23. Solugéo de azul de anilina, usada para corar o colageno em azul.



FIGURA 24. Solucéo de acido acético.

FIGURA 26. Bateria de soluces de xilol 1, xilol 2 e xilol 3 para clarificacéo.



FIGURA 27. Laminas na cuba prontas para montagem.

Por fim, como Ultima etapa do processo de montagem, realiza-se a selagem da lamina,
com a finalidade de cobrir o tecido com uma laminula de vidro, usando um meio de montagem
para fixar a lamina a laminula, que nesse caso foi a cola chamada Ethelan. Ap6s colocada na
laminula adiciona-se uma gota de Xilol para dissolver a cola e ndo ocorrer a formacéo de bolhas.

Assim, ap6s um repouso de 24 horas a lamina estava pronta para visualizacdo no microscépio.
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FIGURA 28. Cola utilizada para fixar laminula na lamina.



FIGURA 29. Lamina de Traqueia e esofago finalizada e pronta para visualizacdo no

microscépio.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a confeccdo das laminas histologicas, inicia-se o processo de visualizacdo dos
resultados. A seguir, serdo apresentadas imagens em diferentes aumentos oculares da lamina
confeccionada contendo a traqueia e o eséfago de um camundongo, com a finalidade de
verificar a qualidade do material produzido e além disso, expor os pontos corretos e incorretos

do processo de preparacao.

A Hematoxilina e a Eosina é o tipo de coloracdo mais utilizado na confec¢cdo de laminas
histoldgicas para estudo, permitindo que se torne evidente os componentes dos tecidos. Nesse
tipo de coloracdo a Hematoxilina corou em azul ou violeta o nucleo das células que é rico em
acidos nucleicos e a Eosina corou em cor-de-rosa o citoplasma e o coldgeno, como mostrado

nas imagens abaixo.



FIGURAS 30 E 31. Tecido de traqueia e es6fago corado com hematoxilina e eosina,

visualizado na objetiva 4x.

FIGURA 32. Tecido de traqueia e es6fago corado com hematoxilina e eosina, visualizado na

objetiva 10x.



FIGURA 33. Tecido de traqueia e esdfago corado com hematoxilina e eosina, visualizado na

objetiva 40x.
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FIGURA 34. Tecido de traqueia corado com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva de
100x.



Verifica-se na figura 34 o tecido de traqueia, nele presente o tecido epitelial
pseudoestratificado cilindrico ciliado, onde os cilios tém a funcdo de limpar as camadas de
muco contendo particulas de poeira e células mortas em direcdo a boca. Abaixo dele,
observamos a presenca de tecido conjuntivo frouxo, constituido por muitas células e poucas
fibras colagenas, nessa condicdo rico em fibras elasticas, e também o tecido conjuntivo denso
que ¢é formado pelos mesmos elementos encontrados no tecido conjuntivo frouxo, porém tem

fibras mais espessas e mais numerosas, além de menor quantidade de células.

> Cartilagem

> Tecido

FIGURA 35. Tecido de traqueia corado com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva de
10x.

Na figura 35, visualiza-se o tecido adiposo vascularizado composto por adipdcitos e
sustentado por fibras reticulares. E também, cartilagem hialina com pericndrio composta por

fibras colagenas e responsavel pela sustentacdo de tecidos moles.
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FIGURA 36. Tecido de esdfago corado com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva de
40x.

Na imagem acima (figura 36) podemos observar o epitélio de revestimento do eséfago,
apresentando multiplas camadas com células superficiais pavimentosas, visto que estas sofrem
maior pressao quando ocorre a passagem do alimento. Além disso, podemos observar a
presenca do tecido conjuntivo frouxo, constituido por muitas células e poucas fibras colagenas
e mais abaixo o tecido conjuntivo denso ndo modelado que possui abundantes fibras colagenas

dispostas em diferentes direcdes.
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FIGURA 37. Tecido de esdfago corado com hematoxilina e eosina, visualizado na objetiva de
10x.

FIGURA 38. Tecido muscular liso do eséfago corado com hematoxilina e eosina, visualizado

na objetiva de 100x.



FIGURA 39. Artefatos presentes no tecido de traqueia, corado com hematoxilina e eosina,
visualizado na objetiva de 100x.

Vale ressaltar que, nas figuras 35 e 39, ha evidéncias dos denominados artefatos, ou
seja, sujeiras ou dobras presentes na lamina. Isto, é resultado de uma falha no processo de
producdo da lamina histoldgica, que prejudicam a visualizacdo na analise.

Ja o Tricdmico de Masson, consiste em um tipo de coloragdo da técnica de histoquimica
que estuda a constituicdo quimica das células e tecidos. Essa coloragdo possibilita a visualizacao
de diferentes estruturas do tecido conjuntivo a partir de cores diferenciadas, sendo os nucleos
corados em preto, a queratina, as fibras e o citoplasma em vermelho e o colageno e 0 muco em

azul, como mostrado nas imagens abaixo.

FIGURAS 40. Tecido de traqueia e es6fago corado com Tricdmico de Masson, visualizado na

objetiva 4x.
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FIGURA 41. Tecido de traqueia corado com Tricémico de Masson, visualizado na objetiva de
10x.
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FIGURA 42. Tecido de traqueia corado com Tricbmico de Masson, visualizado na objetiva de

40x.



FIGURA 43. Tecido de es6fago corado com Tricomico de Masson, visualizado na objetiva de
10x.

No estdmago existem grupos de glandulas secretoras de muco, as glandulas esofagicas,
cuja secrecdo facilita o transporte de alimento e protege a mucosa. Portanto, a coloracdo azul

presente nessa porc¢édo do tecido, além corar o coldgeno cora também o muco secretado, como

observado nas imagens 43 e 44.
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FIGURA 44. Tecido de es6fago corado com Tricdmico de Masson, visualizado na objetiva de
40x.



Nas imagens 42 e 44, pode-se observar a presenca de fibras coradas em vermelho e entre
elas o colageno corado em azul como descrito na técnica de Tricrobmico de Masson,

representando a composicao do tecido conjuntivo liso ou denso.

FIGURA 45. Tecido muscular estriado esquelético do eséfago corado com Tricomico de

Masson, visualizado na objetiva de 100x.

Portanto, segundo os autores Junqueira e Carneiro, as técnicas histologicas possibilitam
a investigacdo da funcédo e do metabolismo de cada estrutura e isso foi possivel observar nesses

resultados.

CONCLUSAO

O objetivo de se produzir laminas com materiais histoldgicos foi alcangado, uma vez
gue o estudo permitiu a observacao dos componentes teciduais de cada 6rgao analisado, a partir
das diferencas presentes entre as duas técnicas de coloragdes utilizadas no processo, entre elas

a coloracdo de Hematoxilina e Eosina e a coloracao de Tricbmico de Masson.

Ao final, observou-se com base nos resultados, que a histotécnica se trata de um
processo complexo no qual exige um alto nivel de atencdo em cada uma das etapas, visto que

qualquer erro pode prejudicar o resultado final.
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