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Resumo: Este trabalho descreve técnicas histoldgicas simples para produgdo de laminas,
fazendo uso de substancias simples no intuito e facilitar a producdo e utilizacdo de laminas
histologica como objeto de estudo em aulas praticas de biologia celular ou molecular ¢ também
em histologia. A primeira tentativa deu-se por substitui¢do de xilol por isopropanol como agente
clarificador na produgao de blocos de inclusdo em parafina, a qualidade dos cortes dessa técnica
ndo foi verificada devido ao insucesso de um prototipo mcrotomo e a falta de micrétomo
convencional. As demais técnicas proposta foram: lavado de figado bovino, prensagem de
amostras de figado bovino, lavado de cavidade oral centrifugado. Outra amostra utilizada além
do figado bovino foi o rim de galinha. Todas as amostras foram coradas com hematoxilina e
eosina, as técnicas com melhores resultados foram prensagem da amostra e lavado de cavidade
oral, por apresentarem conservagdo das caracteristicas morfoldgicas indicando a possibilidade
do uso em praticas de ensino.
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1. INTRODUCAO

Segundo (ENLOW E BROWN 1956, apud TIMM, 2005 ) a histologia ¢ o ramo da
anatomia que estuda os tecidos animais e vegetais.

Todavia, a histologia ndo deve ser compreendida como o estudo da estrutura isolado da
func¢do, mas sim como uma ciéncia que enfoca a inter-relacdo ¢ a integracdo de atividades
moleculares e fisiologicas dentro do corpo com as estruturas anatdomicas especificas, isso
consequentemente, exige uma conceituagao bastante visual. (UCB, 2008).

Os autores ( CARNEIRO e JUNQUEIRA, 2008) em suas conclusdes afirmam que o
procedimento mais usado nos estudos de tecidos ao microscopio consiste na preparagdo de
cortes histologicos. No entanto, na maioria dos casos os tecidos e 6rgdos sao espessos € nao
permitem a passagem adequada da luz para formacdo de uma imagem; antes de serem
examinados no microscopio eles devem ser fatiados em sec¢des ou cortes histologicos muito
delgados que sdo colocados sobre laminas de vidro. Os cortes sdo obtidos por meio de
instrumentos de grande precisdo chamados micrétomos, mais antes estes tecidos e orgdos
necessitam passar por uma série de tratamentos.

As técnicas utilizadas em histologia sdo muitas, variando de acordo o tipo de tecido a ser
analisado. A técnica padrao de producao de laminas histologicas envolve utilizagdo de algumas
substanciasnas fases do processo, que oferecem risco a saude. As fases de producdo de laminas
histologicas tradicionais sdo: Coleta, fixag¢do, desidratacdo, clareamento, inclusdo, microtomia,
coloragdo e montagem (TIMM, 2005).

Uma substancia que causa risco a saude e ¢ usada na produgdo de laminas histologicas € o
xilol que se trata de um composto organico volatil que pode provocar tosse, dores de cabega,
dificuldades respiratorias, perda de memoria em curto prazo, depressdo no sistema nervoso
central, irritacdo ocular e dermatites (CALAZANS, 2007).

A coleta ¢ a etapa inicial do processo de preparagdo de uma lamina histologica, que comeca
com a obtengdo da amostra. A fixagdo consiste na utilizacdo de procedimentos fisicos ou
quimicos para imobilizar as substancias constituintes das células e dos tecidos, fornecendo
maior resisténcia para suportar as demais etapas. A inclusdo ¢ o procedimento que consiste na
impregnagdo do tecido com uma substincia de consisténcia firme, normalmente parafina, que
permita, posteriormente, secciona-lo em camadas delgadas. A etapa seguinte ¢ a microtomia, em
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que se utiliza um micrétomo para obter cortes sucessivos, delgados e uniformes, a partir dos
blocos de parafina. Na coloragdo normalmente sdo utilizados corantes hidrossoluveis. O
processo finda na montagem das laminas histologicas, em que as mesmas ficardo prontas para
serem analisadas.

Segundo (COSTA, 2013) As principais fungdes das aulas praticas sdo: estimular a
curiosidade cientifica de alunos, em diferentes cursos de graduagdo e pds-graduacdo, envolveé-
los em investigacOes cientificas, desenvolver a capacidade de resolver problemas, compreender
conceitos basicos e desenvolver habilidades de modo a permitir que tenham contato direto com
fendmenos, manipulando os materiais € equipamentos ¢ observando organismos. Além disso,
somente nas aulas praticas os alunos enfrentam os resultados ndo previstos, cuja interpretagdo
desafia sua imaginagdo e raciocinio.

A importancia da atividade pratica ¢ inquestionavel no ensino devendo ter um lugar
central na educacdo. A falta de aulas praticas de biologia ¢ resultado da dificuldade de obtengado
de materiais fisicos. Apesar da importancia das aulas praticas as mesmas sdo pouco utilizadas
devido a falta de tempo para a preparagdo do material, inseguranca dos professores para
controlar a classe, disponibilidade dos materiais, estrutura e conhecimento para organizar
experiéncias (ARAUJO, 2011).

Ao desenvolver um experimento histologico havera também uma contribuigdo para
melhoria do ensino ¢ aprendizado, seja ele de nivel médio, técnico ou superior. Segundo
(PRIGOL E GIANNOTTI, 2008) as aulas praticas sdo de vital importancia para o aprendizado
dos alunos, porque permitem que estes questionem a teoria e tirem as suas proprias conclusdes,
e que estes visualizem o que viram nos livros didaticos.

As aulas praticas podem ajudar no processo de intera¢do ¢ no desenvolvimento de
conceitos cientificos, além de permitir que os estudantes aprendam como abordar objetivamente
o seu mundo e como desenvolver solugcdes para problemas complexos. (PRIGOL e
GIANNOTTI, 2008)

Este trabalho teve como objetivo desenvolver laminas histologicas substituindo alguns
reagentes convencionais por outros de facil acesso, bem como testar técnicas simples para
confec¢do de laminas; outra parte do trabalho é verificar possibilidade de uso destes materiais
em aulas praticas no ensino de Biologia ¢ em Saude.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo caracteriza-se enquanto forma de abordagem, experimental, por ser uma
pesquisa que se preocupa em determinar um objeto de estudo. Com base nesse conceito,
desenvolveu-se técnicas para produgdo de laminas histologicas visando melhorar e facilitar
aulas praticas de ensino médio, técnico e superior substituindo materiais normalmente utilizados
por outros de mais facil acesso.

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de analises clinicas do Instituto
Federal de Educacgdo, Ciéncia ¢ Tecnologia do Tocantins em Araguaina. A técnica de histologia
padrdo tem substancias altamente toxicas como xilol e formol. O xilol é utilizagdo na etapa de
clarificagdo da amostra e foi substituido por isopropanol. Para producdo das laminas foram
utilizado dois tipos de amostras, figado bovino comprado em acougue, e rim de galinha doado
por feirantes.

No processo de fixagdo as amostras de figado bovino e rim de ave foram introduzidos em
formol & 30%, por um periodo de 24h. Para desidratacdo, as amostras foram transferidas do
formol para recipientes com 60 mL de alcool a 92,8% por 30 minutos. Passado esse tempo as
amostras foram transferidas para outro recipiente com alcool absoluto por mais 30 minutos.
Para clarificacdo, as amostras tiveram dois banhos em alcool isopropilico de 30 minutos cada.

Na etapa da inclusdo foi utilizada a parafina liquida a 60°C obtida de uma vela comercial.
Ambas as amostras tiveram trés banhos sucessivos de 30 minutos em parafina, apos isso as
amostras foram colocadas em moldes metalicos preenchidos com parafina liquida.

Foram testadas quatro técnicas possiveis para construgdo de laminas histologicas, blocos
de inclusdo de parafina, lavado da amostra de figado bovino em solugéo salina 0,9%, prensagem
da amostra de figado bovino e lavado da cavidade oral centrifugado.
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O lavado da amostra de figado bovino em solucdo salina 0,9% foi realizado com cortes
finos de figado bovino introduzido em tubo de ensaio juntamente com cerca de 10 mL de
solucdo salina agitado por cerca de 30 segundos em vortex modelo VX-28, Warmnest. Foi
extraido o primeiro sobrenadante e levado acentrifuga modelo 80-2B da Edutec por cerca de 3
minutos, extraiu-se o segundo sobrenadante deixando cerca de ImL para resuspensdo do
concentrado. Foi retirada uma aliquota de 50 pL que em seguida foi estendida sobre uma lamina
de vidro, aguardou-se a secagem do material estendido sobre a lamina, partiu-se entdo para
fixacdo e coloragdo em hematoxilina e eosina. Para visualizac¢do utilizou-se microscopio optico
em aumento de 400x.

A terceira foi a prensagem da amostra de figado bovino, utilizou-se cortes finos de figado
bovino entre duas laminas de vidro, aplicando pressao manual sobre elas, ate a formagdo de um
filme fino da amostra para a fixacdo e coloracdo em hematoxilina e eosina. A visualizacdo foi
feita através de um microscopio optico aumento de 400x.

A quarta técnica € o lavadoda cavidade oral centrifugado, e para isso foram utilizados
cerca de 30 mL de agua. A amostra foi obtida por gargarejo recolhido em um becker e
centrifugado por cerca de 3 minutos, o concentrado foi estendido sobre ldmina de vidro,
aguardou-se a secagem para a fixag@o e coloragdo em hematoxilina e eosina. A visualizacdo foi
feita em microscopio Optico com aumento de 400x.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A primeira técnica de confecg@o de laminas histologicas foi a de inclusdo do material em
parafina. (Figura 1).

Figura 2 — Prototipo do Micrétomo

Apesar das etapas de fixacdo, clarificacdo, inclusdo se mostraram aparentemente
eficientes, durante a realizagdo das tentativas dos cortes notou-se que a capacidade de
aproveitamento dos cortes feitos manualmente foi baixa.

O prototipo desenvolvido foi feito utilizando um parafuso, uma porca comum, uma chapa
de metal de formato tubular, suporte de plastico e um tubo de metal. Os blocos de parafina
foram adicionados no centro do tubo plastico, deslocados para cima com a rota¢ao do parafuso,
depois deslizava-se uma lamina de corte retirada de estilete comum, assim finas camadas dos
blocos foram retiradas. O prototipo do micrétomo proposto (Figura 2) ndo se mostrou eficiente,
isso pode ter acontecido pela imprecisdo ou espessura dos cortes. A falta de um micrétomo
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profissional, em face a ineficiéncia do protdtipo prejudicou a avaliagdo da qualidade da técnica
de inclusdo de parafina.

A parafina foi derretida diretamente sobre o fogo o que dificultou controle da
temperatura esta mesma dificuldade foi encontrada por (JUNIOR, 2010). Dessa forma pode
haver alteragdo da morfologia do tecido. A obtencdo de laminas histologicas de blocos de
parafina obtidas com o prototipo de micrétomo foi lenta e de muito baixo qualidade
impossibilitando a avaliacdo da técnica proposta. Assim seria necessaria a continuacdo da
técnica com o micrétomo profissional para uma melhor avaliagdo do resultado da técnica.

A segunda técnica testada foi o lavado da amostra de figado bovino em solugdo salina
0,9%. Nessa técnica o problema encontrado foi o rompimento do citoplasma celular deixando
apenas o nucleo exposto (Figura 3), e isso pode ter ocorrido pela forte agitacdo do vortex, o que
poderia ser evitado diminuindo-se a rotagdo ou o tempo de rotacdo, para talvez se obter um
melhor resultado.

A técnica seguinte foi a prensagem da amostra de figado bovino. Essa técnica mostrou
um resultado melhor do que a da solucdo salina, pois é possivel verificar na laminagrupos
celulares bem organizados e com nucleo e citoplasma bem evidentes. (Figura 4).

Figura 3 — Lavado da amostra de figado bovino em
solucdo salina com agitagdo em Vortex

Figura 4 — Prensagem da amostra de figado bovino

A 1ultima técnica realizada foi a do lavado da cavidade oral centrifugado, que mostrou
resultado satisfatorio, com células bem distribuidas formando uma fina camada de células
claras, com boa coloragdo de células e citoplasma. (Figura 5).
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Figura 5 — Células escamosas de lavado de cavidade
oral

6. CONCLUSOES

A técnica tradicional de produg¢do de laminashistologicas por inclusdo em blocos de
parafina é uma técnica eficiente, porém com risco de intoxicagdo pelos reagentes utilizados, ¢ a
substitui¢do do xilol por isopropanol, por si s, diminui a toxicidade do método De acordo com
a Ficha de Informagdo de Informagdes Toxicologicas (FIT) da Companhia Estadual de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2016) o xilol ou xileno é de venda controlada
¢ altamente toxico ao homem a inalagdo por curto prazo pode causar dispnéia, irritacdo dos
olhos e garganta, vOmito, desconforto gastrico, entre outros sinais e sintomas. O isopropanol ¢
de venda livre e de baixo custo, sendo um facilitador da implantagdo deste método em pequenos
laboratorios de ensino.

As técnicas que apresentaram o melhor resultado foram respectivamente prensagem da
amostra ¢ lavado da cavidade oral por apresentarem grupos celulares com caracteristicas
morfologicas facilmente observaveis como distingdo entre nucleo, citoplasma e limites
celulares. Sendo possivel sua utilizacdo como objeto de estudo em aulas pratica de morfologia,
histologia ou biologia celular.
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