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APRESENTACAO

O Manual de Técnica Histoldgica de Rotina e de Coloragdes tem como objetivo
fornecer informagdes sobre os procedimentos que servirdo como guia para a obtengao de
preparados histologicos através da técnica histologica de rotina, assim como as coloragdes
basicas e alguns métodos histoquimicos mais utilizados para a analise das estruturas e
componentes citologicos e teciduais. Estas técnicas possibilitam a produgao de laminas

histologicas para diversos fins, como: ensino, pesquisas e diagndsticos.

O presente manual foi elaborado através do projeto de Extensdo “Histologia em
Foco: Aperfeicoamento do Acervo Didatico para o Ensino Basico e da Graduacdao” e dos
Cursos de Extensdo em Histotecnologia, realizados ao longo do desenvolvimento do
projeto para proporcionar aos monitores € alunos da graduacdo e da pos-graduacao,
treinamento para a confecgdo de recursos didaticos utilizados nas atividades praticas,
originando assim, uma maior integragdo entre os professores ¢ alunos que atualmente
utilizam os Laboratérios de Biotecnologia e Farmacos e de Microscopia I e II no ambito

do Ensino, da Pesquisa e da Extensao.
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TECNICA HISTOLOGICA DE ROTINA PARA MICROSCOPIA OPTICA

A técnica histologica compreende uma série de procedimentos técnicos, os quais
visam a obtencao de preparados histologicos através de amostras bioldgicas para a analise
do tecido sob o microscopio Optico, seja por interesse do ensino, da pesquisa cientifica
ou do diagnoéstico patoldgico. Entre os procedimentos realizados, estdo: a coleta do
material, a fixa¢do, a descalcificacdo, a clivagem, o processamento, a inclusdo, a

microtomia e a coloragdo, esta tltima de rotina ou histoquimica.

1. Coleta do Material

O objetivo da coleta € retirar os 6rgdos a serem analisados de um determinado
organismo. Dependendo do material a ser coletado, a remog¢ao pode ser realizada com o
organismo ainda vivo por bidpsia ou durante uma cirurgia, assim como, apds a morte pela
realizacdo de necropsia. A técnica de perfusdo cardiaca (Fig. 1) também € muito utilizada
para obtenc¢do do material e resulta em boas preparacdes histologicas, uma vez que simula
o funcionamento do sistema circulatorio para levar através dos vasos sanguineos,
solugdes quimicas que perfundem até os tecidos, preservando a sua estrutura de forma
mais eficaz. O processo consiste inicialmente na retirada da circulagdo sanguinea atraveés
da lavagem feita com uma solucgdo salina de pH neutro e anticoagulante, em seguida,

procede-se a inje¢ao da solucdo fixadora.

Figura 1: Técnica de perfusdo cardiaca, com

inje¢do de substancias através de cateter no

ventriculo esquerdo (Fonte: Xavier, 2012).



Apos a retirada dos orgaos de interesse, os mesmos devem ser identificados e
registrados em livros de protocolos sob um nimero de registro, o qual acompanhara o

material durante todo o processamento, até o seu arquivamento.

Dica: Manusear as pegas com delicadeza, devido a fragilidade dos tecidos. Uma
pressdo exagerada ou mesmo o uso de instrumentos inadequados, além de dificultar

o exame histopatoldgico, altera o tecido de tal maneira que pode simular uma lesao.

2. Fixacao

A fixacdo consiste em uma das etapas mais importante da técnica histologica e
tem por finalidade a interrup¢ao do metabolismo celular, estabilizando as estruturas e os
componentes bioquimicos intra e extracelulares para preservar e conservar os elementos
teciduais. Também permite a penetragao de outras substancias subsequentes a fixagao.

Ela pode ser realizada por meio de agentes fisicos (frio e calor) ou quimicos
(liquidos fixadores). A fixa¢do quimica ¢ a mais utilizada na técnica histologica de rotina.
Os mais utilizados sdo os fixadores formaldeidos, como formalina a 10%; formol-salino;
formalina tamponada de Carson ou formalina em tampao Millonig; formalina-alcodlica e
a mais utilizada rotineiramente, ¢ a formalina neutra tamponada a 10%. Outras
substancias também sdo utilizadas como a acetona, os acidos acético e picrico, o alcool
etilico e o fixador de Botiin. Alguns fatores podem influenciar na fixag¢ao do tecido a ser
analisado, como temperatura, espessura do tecido, tempo de fixacao (depende do tamanho
da peca, mas varia de 12 a 48 horas em temperatura ambiente), escolha do fixador, Ph e

concentracao do fixador.

Preparaciao da Formalina neutra tamponada 10%

Formalina 37 —40% ....ccccooveevienieniiiiiicneeiceieene 100 ml
Agua destilada ..........oooooveveieeeeeeeeeeeeeeeeen, 900 ml
Fosfato de S6dio Monobasico ........cccceeevvveeeereennnee. 40¢g
Fosfato de S6dio Dibasico (Anidro) ............cc......... 6,5¢g



Dicas: Nao ¢ indicado coletar fragmentos grandes do material biologico. Uma
vez que, pode interferir na penetragdo do fixador no tecido, ocorrendo uma
fixagdo superficial do material. Também ¢ importante estar atento as
caracteristicas do recipiente que contém as pecas. Um recipiente muito
pequeno, além de ndo proporcionar um volume adequado do fixador para o
tamanho e a quantidade do material bioldgico (volume do fixador deve ser, no
minimo, 10 vezes o volume do material), também pode fazer com que a pega
se dobre, resultando num aumento de espessura e consequente na ma

penetragdo pelo fixador.

3. Descalcificacao

A descalcificacdo consiste em retirar os componentes inorganicos do tecido, como

o fosfato de calcio, presente em tecidos dsseos. Este procedimento pode ser realizado por

meios quimicos (pH dacido, solu¢des quelantes e meios de troca idnica) e fisicos

(ultrassom e micro-ondas). O método fisico acelera o processo de descalcificagdo, por

isso, € sempre associado ao quimico. Os meios quimicos sdo os mais utilizados, como a

descalcificagdo por acidos. Dentre os descalcificadores acidos, hé os fortes (4cido nitrico

e acido cloridrico) e os fracos (acido férmico, 4cido acético e 4cido picrico), sendo os

fracos os mais utilizados por possuir acao fixadora e causar menos danos aos tecidos.

E imprescindivel que durante a manipulagdo destas substancias, sejam utilizadas

luvas especificas para a manipula¢do quimica e mascara com filtro proprio para vapores

acidos. O preparo dessas solucdes deve ser feito em capela de exaustao.

Dicas: Reduza ao maximo o tamanho do material a ser descalcificado, assim
reduzird o tempo de descalcificagdo. Renove o descalcificador diariamente,
pois ele vai perdendo a sua concentracio original. E essencial a lavagem do
material antes e apds a descalcificagdo. O volume do descalcificador deve ser,
no minimo, vinte vezes o tamanho da pega. Para verificar se o material esta
totalmente descalcificado, podem ser utilizados meios fisicos (inserir uma
agulha bem fina para verificar o grau de mineralizacdo) ou quimicos (através

do oxalato de amonia).




4. Clivagem

A clivagem tem por objetivo reduzir o tamanho do material bioldgico a ser
analisado com a finalidade de facilitar a penetragdo do fixador em menor tempo, evitando
assim, o processo de autdlise. O corte do material (sagital, transversal ou obliquo)
determina como os tecidos serdo incluidos no bloco para serem cortados no microétomo.
Ap0s a clivagem o material serd acondicionado em cassetes histologicos identificados

(Fig. 2).

Figura 2: Cassete histologico contendo o fragmento de tecido com sua

respectiva identificagdo.



5. Processamento histologico

O processamento histologico consiste na difusdo de reagentes quimicos para o
interior dos tecidos e na remog¢ao do liquido tecidual. Este procedimento torna os
fragmentos dos tecidos rigidos facilitando a obtencdo de cortes finos para a observagao
ao microscopio. No processamento de rotina, o material passa pelas etapas de
desidratacao, diafanizagdo, impregnacao e inclusdo, sendo a parafina, a substancia mais

utilizada nas duas ultimas etapas indicadas.

e Desidratacio
O objetivo da desidratagdo ¢ retirar a d4gua presente no tecido, visto que a parafina
¢ insoluivel em dgua. O alcool etilico € o produto mais utilizado para esse fim. O processo
de desidratagdo ¢ realizado de forma progressiva quanto a graduagao alcodlica.
e Alcool 70%
e Alcool 80%
e Alcool 90%
e Absoluto I (Alcool 100%)
e Absoluto IT (Alcool 100%)
(1h para cada banho de alcool).

® Diafanizacio ou Clarificaciao
A finalidade da diafanizacdo ou clarificacdo ¢ remover completamente o alcool
do interior dos tecidos, visto que a parafina ndo se mistura homogeneamente com o alcool.
Desta forma, € necessario substituir o alcool por um produto com o qual a parafina tenha
afinidade. Este reagente intermediario deve ser miscivel com o desidratante (dlcool) e o
impregnador (parafina). O xilol é o agente utilizado nesta etapa do processo histoldgico
de rotina. Ao substituir o alcool esse diafanizador vai deixando o tecido mais claro (quase
transparente), por isso este processo também € chamado de clarificacdo. Nesse processo
¢ recomendado o tecido passar mais de uma vez no diafanizador (xilol) para que obtenha
um maior sucesso nesta etapa.
e Xiloll
e XilolII
(1h para cada banho de xilol).



e Impregnacio
A impregnacdo consiste na infiltracdo da parafina liquida no material bioldgico

para que o tecido adquira rigidez suficiente e seja possivel a realizac¢@o de cortes finos. O
objetivo desta etapa ¢ eliminar completamente o xilol contido na pega e a total penetragao
da parafina nos espagos deixados pela dgua e pela gordura, antes existentes no tecido.
Neste procedimento, também ¢é recomendavel passar o material mais de uma vez na
parafina liquida, visando garantir uma impregnagdo eficiente. Esta etapa deve ser
realizada em estufa regulada a 60° C. Lembrar que a parafina deve ser colocada na estufa,
anteriormente a realizacao desta etapa, para que ela possa derreter.

e Parafina |

e Parafina Il

(1h para cada banho de parafina em estufa regulada a 60° C).

As etapas do processamento histoldgico citadas acima, podem ser realizadas
manualmente (Fig. 3), utilizando recipientes contendo cada um dos banhos dos reagentes
e a troca é feita também de forma manual do material em cada banho, ou
automaticamente, por meio de processador automatico, chamado histotécnico (Fig. 4).
Nestes processadores, os cassetes contendo os materiais bioldgicos sdo colocados em uma

cesta que ¢ transportada mecanicamente de forma a imergir os cassetes em cada reagente.

DESIDRATACAO

PARAFINA
I

PARAFINA
Il

Figura 3: Etapas do processamento histologico realizado manualmente,

utilizando recipientes contendo os reagentes.



SO UTILIZAR COM A AUTORIZACAO

DOS PIOFESSORES RESPONSAVEIS

Figura 4: Equipamento histotécnico que realiza o processamento automatico

do tecido.

Alguns fatores que podem influenciar no processamento histologico sdo a
temperatura (temperatura ndo controlada pode acelerar ou retardar a agdo dos reagentes),
o vacuo (aumento de ar no tecido interfere na velocidade de penetragdo dos reagentes) e
a agitacdo (agitacdo ndo eficiente). Estes fatores sdo fundamentais para a obtencdo de

preparados histologicos de boa qualidade.

Dicas: Para a realizagdo do procedimento histolégico manual:

Na desidratac¢do do tecido realize, varias trocas de alcool, pois a dgua sera eliminada
com o alcool desprezado. Na clarificaciio, ndo deixe o material por muito tempo em
xilol, pois ele resseca muito o material, interferindo na sua qualidade. Enquanto na
impregnacio, nunca deixe o material permanecer na parafina por muito tempo, pois
como a parafina somente ¢ liquida em temperatura alta, o calor em um longo periodo

de tempo podera causar grande dano ao tecido.




6. Inclusao

O objetivo da inclusdo € envolver o exterior do material bioldgico com a parafina
liquida para formar blocos que serdo submetidos posteriormente a microtomia.

Nesta etapa o material ¢ colocado com a superficie (clivada) a ser cortada para
baixo em um molde para inclusdo (Fig. 5), que sera preenchido com a parafina liquida
(Fig. 6), e em seguida coberto com o cassete. Apds o resfriamento, os blocos de parafina
com o material incluido sdo obtidos (Fig. 7). E importante estar atento & posi¢do em que
as pegas serdo colocadas no molde, visto que isso determinard a incidéncia de corte que

sera realizada.

Figura 5: Molde de metal para inclusdo do fragmento do material apds a

impregnagdo do tecido.

Figura 6: Dispensador de parafina. Equipamento
no qual a parafina solida (barra ou lentilha) ¢
colocada para derreter e ser utilizada para encher

os moldes de incluséo.



Figura 7: Fragmento do material bioldgico incluido em bloco de parafina

para ser cortado.

Dicas: Nunca coloque o material bioldgico em contato direto com o molde,
sempre coloque um pouco de parafina antes de inserir o seu fragmento e depois,
termine de preencher o molde com a parafina. Desta forma, evita-se a aderéncia
do material no metal do molde e a subsequente formacao de buracos no bloco

de parafina.

7. Microtomia

A microtomia consiste em executar cortes bem finos com espessura de 3 a 6
microOmetros para a passagem de luz e observacdo do tecido ao microscopio. O
equipamento utilizado para a obten¢ao dos cortes ¢ o microtomo (Fig. 8). Ha varios tipos
de microtomos, porém, o mais utilizado na técnica histologica de rotina é o microtomo
rotatério (tipo Minot). A navalha ¢ uma das pecas fundamentais nesse equipamento,
sendo responsavel por executar os cortes que podem ser de diversos tipos. As navalhas
mais utilizadas sdo as descartaveis por possuirem custo menor em relagdo as de ago.

Para a realizagdo da microtomia, o bloco precisa estar resfriado e fixo no
micrétomo para obter uma fatia fina do material. Os cortes obtidos devem ser levados
com o auxilio de uma pinga ao banho-maria (Fig. 8) a temperatura aproximada de 40 a
50°C para que as fitas de parafina se distendam sobre a agua, evitando a formacao de

dobras no tecido. Em seguida, os cortes sdo pescados com laminas previamente limpas e

9



identificadas, que serdo encaminhadas a estufa a 60° C por um periodo minimo de 2 horas.

Para evitar que os cortes se desprendam das laminas durante o processo de coloragdo

utilizam-se adesivos, como a albumina de Mayer.

Dicas: Resfrie os blocos a serem cortados uma hora antes, ou mais, da microtomia,
para endurecer mais a parafina e umedecer a superficie do tecido. Pode-se utilizar
cubos de gelo. Para facilitar o corte de material muito ressecado, pode coloca-lo em
solugdo de glicerina (50% de 4gua destilada e 50% de glicerina liquida) em geladeira
por cerca de 2 horas. Nao deixar o material nesta solu¢ao por periodos prolongados,
visto que pode hidratar demais e estragar a pega. Colocar a superficie brilhante da fita
para baixo, em contato com a agua, e fazé-la caminhar sobre a superficie da dgua antes

de solta-la da pinga para facilitar o total estiramento do corte.

Figura 8: Micrétomo rotativo semi automatico e banho-maria histologico.
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COLORACOES PARA CITOLOGIA E HISTOLOGIA

A coloragdo compreende uma etapa importantissima para a visualizagdo e
interpretagdo do material citologico e histoldgico a ser observado em microscéopio optico.
As laminas citoldgicas obtidas através de esfregagos/estiracos, apds a sua fixagdo, seguem
a coloragdo que julgar mais adequada dentre as que estdo descritas mais adiante neste
manual. Enquanto para as laminas histologicas, a coloracdo ¢ imprescindivel para a
observagao dos componentes teciduais, uma vez que o processamento de rotina deixa a
peca translicida devido ao xilol e a microtomia. A coloragdo a ser utilizada para as
laminas histologicas deve seguir o objetivo da andlise. Para uma observacao geral dos
componentes teciduais, a técnica de coloragdo de rotina com hematoxilina e eosina (H.E.)
¢ a mais indicada. J4, para a analise de elementos especificos do tecido, é recomendavel

a utilizagdo de técnicas histoquimicas.

Como os corantes utilizados para ambas as técnicas de coloracdo histologica
(rotina e histoquimica), geralmente sdo hidrossoluveis, ¢ necessario a remogdo da
parafina e a reidratacdo do corte antes da utilizagdo dos corantes. Apds a coloragao, a
desidratagdo e a clarificacdo sdo necessarias para possibilitarem a montagem da lamina
tanto citoldgica, quanto histoldgica. Seguem abaixo os procedimentos necessarios para
realizar a coloracao de laminas histoldgica e citoldgica, para esta ultima, apos a fixagao

do material, seguem as etapas do procedimento a partir da coloragao.

Procedimentos gerais para coloracoes

Este procedimento consiste em remover a parafina do tecido a ser corado,
seguindo as etapas abaixo:
Desparafinizagdo: tem por objetivo remover a parafina do tecido apos a microtomia,
utilizando dois banhos de xilol.
e Xilol I (10 min)
e Xilol IT (10 min)

11



Hidratagdo: tem por finalidade hidratar o tecido com concentragdes decrescentes de
alcool.

e Alcool absoluto I (1 min)

e Alcool absoluto II (1 min)

e Alcool 90% (1 min)

e Alcool 80% (1 min)

e Alcool 70% (1 min)

e Agua destilada (1 min)
Coloragdo: ¢ o ato de corar o tecido com o corante escolhido para a posterior visualizacao
em microscopio de luz.
Desidratagdo: tem por objetivo retirar a 4gua do tecido por meio de concentragdes de
alcool crescentes, visto que os meios de selagem ndo sdo misciveis em agua.

e Alcool 70% (1 min)

e Alcool 80% (1 min)

e Alcool 95% (1 min)

e Alcool absoluto I (3 min)

e Alcool absoluto II (3 min)
Clarificagdo: tem por finalidade usar o xilol para remover o alcool, que este tltimo
também ndo ¢ miscivel com o meio de montagem, e ap0s esta etapa, realizar a montagem
da lamina.

e Xilol I (10 min)

e Xilol IT (10 min)
Selagem ou montagem da limina: esta etapa consiste em cobrir o tecido com uma
laminula de vidro, usando um meio de montagem para fixar a ldmina a laminula
(selagem). Os meios de montagem mais utilizados s3o com Balsamo do Canadd, Ethelan

etc.

Dicas: No ato da selagem, cuidado com a formacao de bolhas nas laminas, pois elas

dificultam a analise do tecido.

12



1. Coloracao de rotina com H.E. (Hematoxilina e Eosina)

Objetivo da coloragdo: essa coloracao ¢ utilizada para visualizar as caracteristicas

estruturais gerais do tecido.
Preparo dos corantes e solucoes:

A) Hematoxilina de Harris

1 g de hematoxilina cristalizada

10 ml de alcool absoluto

20 g de alimen de potéssio ou de amonio
200 ml de 4gua destilada

0,5 g de 6xido de mercurio (vermelho)

8 ml de acido acético glacial (optativo)

Dissolver a hematoxilina no 4lcool ligeiramente aquecido, dissolver o alimen em
dgua aquecida. Misturar as solucdes e aquecer até ferver. Tirar do fogo e adicionar
imediatamente e aos poucos, o 6xido de mercurio (agitando para ndo explodir). Resfriar
a solugdo o mais rapidamente possivel, mergulhando o frasco num vasilhame (ou na pia)
contendo agua fria. Acrescentar o 4cido acético e filtrar. Estocar em vidro escuro. Dura

cerca de 3 meses. Deve-se filtrar a solucdo toda vez que for usar.

B) Eosina

« Eosina alcodlica
Eosina a 1% (Solugdo Estoque)
1 gde eosina Y
20 ml de 4gua destilada
80 ml de élcool etilico a 96%

« Eosina (Solugdo de trabalho)
100 ml de eosina a 1%
400 ml de élcool etilico a 96%
0,5 ml de 4cido acético glacial
Para a preparacao da solucao estoque, diluir a eosina na agua destilada, filtrar apds
adicionar o alcool. Ja na solugdo para uso, ap6s diluir a solu¢ao de eosina 1%, adicionar
o acido acético glacial e filtrar. O acido acético permite ajustar o pH da solugdo para

valores proximos de 5.
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« Eosina aquosa
1 gdeeosinaY
100 ml de agua destilada
Apos a dissolugdo da eosina na agua, adicionar umas gotas de formol para evitar
o crescimento de fungos. A adi¢@o de 0,5 ml de &cido acético a cada 500 ml de solugdo,

ajusta o pH para valores proximos de 5.

« Eosina-Floxina B
Solugdo de Floxina a 1%
1 g de floxina B
100 ml de dgua destilada

+ Solu¢io Eosina-Floxina
100 ml de eosina Y aquosa a 1%
10 ml de floxina B a 1%
780 ml de alcool etilico a 96%
4 ml de é4cido acético glacial
Misturar as solug¢des de eosina Y e eosina floxina no alcool, adicionar o 4cido e

filtrar.
Etapas da coloracdao Hematoxilina e Eosina

e [* Etapa: desparafinar e hidratar.

e 2° Etapa: lavar as laminas com agua destilada por 1 minuto, para
assim receber o primeiro corante, a hematoxilina. As ldminas ficam
imersas no corante por 3 minutos (depende do tempo de preparo e
uso do corante).

e 3%Etapa: lavar as laminas com agua corrente por 10 minutos e corar
com eosina por 7 minutos (depende do tempo de preparo e uso do
corante).

e 4* Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: os ntcleos coram-se de azul a roxo pela hematoxilina, enquanto que o

citoplasma e os espagos extracelulares sao corados pela eosina, em roseo ou avermelhado.
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Dicas: E aconselhavel sempre filtrar os corantes antes do uso. Se a lamina ficar muito
corada quando passar pela Hematoxilina, pode lavar rapidamente em solugao alcool
acido (99,5 ml de alcool P.A. + 0,5 ml de é4cido cloridrico concentrado) e apds, em

agua corrente por 2 minutos.

2. Coloracoes Citologicas

2.1. Colora¢iao May Grunwald — Giemsa

Objetivo da coloragdo: utilizada para coloracdo de células. Esta coloragdo consiste em
uma mistura de corantes com caracteristicas neutras, que coram oS componentes
nucleares e citoplasmaticos das células. E um método que obtém um resultado final

melhor e mais detalhado quando comparado com a coloragdo Giemsa simples.

Preparo dos corantes e solugoes:

A) Giemsa
6 g de giemsa
500 ml de metanol

500 ml de glicerol

B) May Grunwald
2 g de May Grunwald
1000 ml de metanol

Etapas da coloragcdo May Grunwald — Giemsa

e | Etapa: coleta e fixacdo do material em solugdo alcool/éter em
partes iguais.

e 2% Etapa: cobrir a lamina com o corante de May Grunwald e deixar
atuar por 2 minutos.

e 3% Etapa: acrescentar 20 gotas (1 ml) de dgua destilada tamponada
pH 7,0-7,2 deixar atuar por 1 minuto e homogeneizar. Escorrer sem

lavar.
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e 4*Etapa: cobrir com a solugdo de Giemsa diluida (1 gota de corante

Giemsa para cada 1 ml de agua destilada) e deixar atuar por 13-15

minutos (avaliar o tempo em fun¢do da espessura dos esfregacos

ou da sua preferéncia). Apds isso, lavar com agua destilada.

e 5 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: as coloragdes evidenciadas sdo: citoplasma em rosa, nicleos e plaquetas em

azul, hemacias em vermelho e granulos em purpura.

2.2. Coloracao de Papanicolaou

Objetivo da coloragdo: utilizada para detectar alteragdes em células do colo uterino.

Também ¢ utilizada para células colhidas por raspagem em cavidades como: vagina ou

cervico-vaginal, mucosa bucal e fluidos com células (escarro, urina, liquido

cefalorraquidiano, liquido abdominal, liquido pleural, liquido sinovial e liquido seminal).

Preparo dos corantes e solugoes:

A) Hematoxina de Harris

A mesma preparada para a coloragao de H.E.

B) EA-36

2 g de 4cido fosfotiingstico
900 ml de alcool etilico anidro
2,25 g de eosina amarelada
2,25 g de light green

0,5 g de marrom bismark Y
100 ml de dgua destilada

0,5 ml de soluc¢do saturada de carbonato de litio

B) Orange G-6

0,15 g de acido fosfotiingstico
800 ml 4alcool etilico

5 g de orange G

200 ml de 4dgua destilada

Diluir os corantes na dgua destilada e no alcool. Filtrar antes de usar.
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Etapas da coloragdo Papanicolaou

e [* Etapa: coleta e fixagdo do material em alcool etilico 70-90%,
isopropilico a 70-90% ou polietilenoglicol (este deve ser eliminado
do esfregaco antes da coloragdo por meio de imersdao em alcool
etilico 50% por 2 minutos). Em seguida, mergulhar em agua
destilada por 1 minuto.

e 2% Etapa: corar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto e lavar
com agua destilada por 2 minutos.

e 3* Etapa: mergulhar em agua amoniacal por 30 segundos e lavar
em agua corrente por 2-3 minutos.

e 4% Etapa: desidratar em alcool etilico em concentragdes crescentes.

e 5% Etapa: colocar em Orange G por 2 minutos.

e 6" Etapa: mergulhar em alcool absoluto (dois banhos I e II de 1
minuto cada).

e 7% Etapa: corar em EA 36 por 2 minutos.

e §* Etapa: mergulhar em alcool absoluto (dois banhos I e II de 1
minuto cada).

e 9 Etapa: clarificagdo e montagem.

Resultados: células superficiais: citoplasma rosa, ntcleo piquindtico escuro. Células
intermediarias e profundas: citoplasma azul, nucleo réseo. Células glandulares: células
arredondadas  com citoplasma azul e nacleo réseo Hemadcias: vermelhas.
Polimorfonucleares: azuis com nucleo visivel. Flora normal: bacilos e cocos azuis a

T0Xos.

2.3. Coloraciao de SHORR

Objetivo da colorag¢do: semelhante ao método de Papanicolaou. Bastante utilizada

também para deteccao da fase do ciclo estral de ratas.

Preparo dos corantes e solugoes:

A) SHORR
0,5 g de biebrich scarlat red

0,25 g de orange G

17



0,075 g de fast green FCF

0,5 g de acido fosfotiingstico
0,5 g de 4cido fosfomolibdico
1 ml de acido acético glacial
100 ml de alcool 50°

Diluir os reagentes no alcool, adicionar o 4cido acético e filtrar.
Etapas da coloragdo SHORR

e 1? Etapa: coleta e fixagdo do material em solugdo alcool/éter em
partes iguais.

e 2% Etapa: hidratar, lavar em &4gua destilada por 1 minuto e
rapidamente em dgua corrente.

e 3* Etapa: colocar em etanol 60% (5-10 mergulhos) e lavar em
alcool 90° por 1 minuto.

e 4% Etapa: corar com Shorr por 5-6 minutos.

e 5% Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: células eosinofilicas: citoplasma vermelho/laranja. Células basofilicas:

citoplasma azul/esverdeado. Nucleos: azul/violeta escuro/marrom.

Dicas: Reconhecimento das fases do ciclo estral de ratas: diestro atr6éfico, com poucas
células epiteliais pequenas, arredondadas e nucleadas, enorme quantidade de
polimorfonucleares € muco; proestro esfregago compde-se principalmente de células
epiteliais arredondas ou ovaladas e nucleadas, enquanto no final desta fase
predominam as células poligonais grandes, achatadas e com nucleo picnoético, sendo
que ja existem cé¢lulas anucleadas; estro, o esfregaco esta constituido basicamente por
células cornificadas (células poligonais, grandes, achatadas, anucleadas e acidofilas);
metaestro constitui-se de células cornificadas, polimorfonucleares € muco, ao passo

que, no final desta fase, a imagem ¢ de muitas células epiteliais ovaladas ou

arredondadas e nucleadas, associadas a polimorfonucleares e muco.
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3. Coloracoes Histoquimicas

3.1. Coloracio de Acido Periédico de Schiff (P.A.S.)

Objetivo da coloragdo: essa coloragao tem utilidade tanto na histologia, quanto na
patologia e objetiva detectar amido, mucina, base de membrana no tecido epitelial,
reticulina, capsula de fungos, granulos zimogénios pancreaticos, suspensdo coloidal de

tireoides, corpos de Russell, e corpos amilaceos.
Preparo dos corantes e solugoes:

A) Reativo de Schiff

1 g de fucsina bésica

400 ml de 4agua destilada

9 g de metabissulfito de sodio

10 ml de acido cloridrico (HCL) concentrado

5 g de carvao ativado

Inicialmente, deve-se dissolver a fucsina na agua destilada adicionada de HCL, e
depois juntar ao metabissulfito de s6dio. Com o frasco fechado, essa solugdo devera ser
agitada por 20 a 30 minutos, de modo que fique limpida e de cor marrom avermelhado.
Na sequéncia, devera ser acrescentado o carvao ativado para descolorir. Apos isso, devera
agitar a solucdo, por cerca de 2 minutos e filtrar. O filtrado devera ser incolor. O reativo
s0 podera ser usado, no minimo, 6 horas depois da sua preparagdo, e devera ser guardado

na geladeira.

Dicas: Depois de preparar o Reativo de Schiff € importante testa-lo. Para tanto, deve-
se pingar gotas dele em um pouco de formol a 10%. Caso a solucao fique vermelho-

purpura, indica que o reativo poderd ser utilizado.

B) Acido periodico (0.5 ou 1 %)

0,5 ou 1 g de acido periddico cristalizado

100 ml de 4dgua destilada
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C) Agua Sulfurosa (fazer no momento do uso)

10 ml de metabissulfito de sodio a 10%
10mlde HCL 1 N
180 ml de agua destilada

Etapas da coloragio do Acido Periédico de Schiff (P.A.S.)
e | Etapa: desparafinar e hidratar.
e 2% Etapa: lavar as laminas com agua destilada por 3 minutos, para
assim receber o corante.
e 3% Etapa: tratar durante 15 minutos com Acido Periédico a 1% (na
geladeira).
e 4% Etapa: lavar rapidamente em agua destilada (3 minutos).
e 5%FEtapa: deixar 1h no Reativo de Schiff (no escuro e na geladeira).
e 6 Etapa: dar 3 banhos em 4agua sulforosa (3 minutos em cada). E
importante que seja preparada no momento em que sera usada.
e 7%Etapa: lavar as laminas com agua corrente por 10 minutos e corar
com hematoxilina por 40 segundos (depende do tempo de preparo
e uso do corante).
8* Etapa: Lavar 10 minutos em agua corrente.

e 9 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: as 1aminas coradas com P.A.S. e que, reagirem positivamente, formardo um
precipitado na cor magenta, indicando a presenca de moléculas com elevado nivel de
glicogénio ou polissacarideos neutros, contendo grupos 1,2 — glicol. Portanto, os
monossacarideos que ndo tem 1,2 — glicol ou tem grupos hidroxila que estejam
relacionados numa ligagdo éster ou glicosidica, ndo sdo suscetiveis a oxidacdo do acido

periddico, por isso, ndo sdo detectados com a técnica de P.A.S.

3.2. Coloracao de Alcian Blue pH 1,0 e 2,5

Objetivo da coloragdo: a técnica de coloragdo com Alcian Blue € utilizada para evidenciar
os diferentes tipos de glicosaminoglicanas acidas que podem estar presentes nas mucinas
ou proteoglicanas acidas, sulfatadas ou nao sulfatadas, que podem ser encontradas no

tecido conjuntivo. Através da coloragdo Alcian blue em pH 1,0, é possivel evidenciar as
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mucinas sulfatadas/os carboidratos acidos sulfatados. Enquanto a colora¢ao Alcian blue

em pH 2,5 ¢ possivel detectar as mucinas 4cidas/os carboidratos acidos carboxilados.
Preparo dos corantes e solugoes:

A) Alcian Blue pH (1,0) (1% em &cido cloridrico (HCI) 0,2 N)

1 g de alcian blue 8GX;

100 ml de acido cloridrico (HCI) 0,IN (para pH 1,0);

Para cada 100 ml de HCI 0,1N ¢ necessario: 0,83 ml de HCl em 99,17 ml de agua
destilada.

Dicas: Depois de preparar a solug@o corante € necessario medir o seu pH. Desse modo, caso

seja necessario, devera acerta-lo com HCI IN ou NaOH IN.

A) Alcian Blue pH (2.5) (Alcian Blue 8GX 1% em solucdo aquosa de acido acético a 3%)

97 ml de 4agua destilada
3 ml de 4cido acético glacial

1 g de alcian blue 8GX

Dicas: Depois de preparar a solugdo corante € preciso medir o seu pH para confirmar

se realmente esta com pH = 2,5. Com isso, caso seja necessario, devera acerta-lo com

HCI IN ou NaOH IN.

Etapas da coloragdo do Alcian Blue pH (1,0 e 2,5)

e |* Etapa: desparafinar e hidratar.

e 2°FEtapa: lavar as 1dminas com agua destilada por 1 minuto.

e 3% Etapa: depois, deverdo ser colocados no HCI 0,1N (Alcian
Blue 1,0) ou em solucgdo aquosa de acido acético 3% (Alcian Blue
2,5) durante 3 minutos.

e 4* Etapa: ap0s isso, deverdo ser colocados na solugdo corante de
Alcian Blue 1,0 por 30 minutos. Ja para o Alcian Blue 2,5, pelo
periodo de 2 horas.

e 5" Etapa: passar em HCl a 0,1N para Alcian Blue pH 1,0. Enquanto
que para o Alcian Blue pH 2,5, lavar em acido acético 3% durante

3 minutos.
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e (" Etapa: lavar em agua destilada (Alcian Blue pH 1,0) ou em 4gua
corrente (Alcian Blue pH 2,5).
e 9 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: nos tecidos em que a coloragdo de Alcian Blue pH 1,0 ¢ utilizada, os locais
ricos em polissacarideos sulfatados irdo ser corados em azul, portanto, ndo cora acido
hialurénico (ndo-sulfatado). Os cortes submetidos ao Alcian Blue pH 2,5, coram-se, em
azul turquesa, caso apresentem carboidratos complexos ricos em grupos carboxilas, acido
hialurénico, carboidratos fracamente sulfatados ou carboidratos ricos em acido sialico.
Por outro lado, os carboidratos que sao fortemente sulfatados coram-se fracamente ou nao

S€ coram.

3.3. Coloragao de AgNOR

Objetivo da coloragdo: o objetivo dessa coloracdo ¢ marcar as regides organizadoras de
nucléolos nas células. E uma técnica bastante utilizada que contribui para ajudar no

diagnostico de algumas patologias.

Preparo dos corantes e solucoes:

A) Solucao A
2g de gelatina
100 ml de agua destilada pré-aquecida

1g de 4cido formico na solugado

B) Solucdo B
Nitrato de prata a 50%

Etapas da colorag¢do do AgNOR
e [? Etapa: desparafinar e hidratar.
e 2% Etapa: lavar as laminas com agua destilada por 1 minuto.
e 3% Etapa: misturar a solu¢do de prata 50% com a solugdo de
gelatina 1% na proporcao de 2:1. Deixar as ldminas incubadas em
camara umida nessa solucao por 30 minutos na estufa a 45°C.

e 4° Etapa: Lavar em 4gua destilada.
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e 5 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: ao olhar as laminas no microscopio, os nucléolos corados aparecerdo na

coloragdao em negro.

3.4. Coloracao de Picrosirius

Objetivo da coloragdo: demonstrar as fibras colagenas do tecido conjuntivo. Essa técnica
permite a analise quantitativa das fibras de coladgeno do tipo I e tipo III, que apresentam

diferentes tonalidades quando observados sob a luz polarizada.

Preparo dos corantes e solugoes:

A) Picrosirius
0,5 g de Sirius Red

500 ml de solugao saturada de acido picrico

Dicas: Para se obter a solugdo saturada de acido picrico, deve-se ir adicionando acido

picrico (em pd) até que apareca um precipitado no fundo do frasco.

e 2°FEtapa: lavar as 1dminas com agua destilada por 1 minuto.

e 3% Etapa: corar as laminas durante 1 hora na solugdo de picrosirius
red 0,1%.

e 4 Etapa: lavar em agua corrente por 5 minutos.

e 5% Etapa: as laminas agora devem ser contracoradas com
hematoxilina durante 5 minutos.

e 6° Etapa: lavar por 10 minutos em agua corrente.

e 7 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: ao observar as laminas no microscopio, com o auxilio de uma lente
polarizada, as fibras de coldgeno tipo I aparecerdo com um padrdao de birrefringéncia
laranja-avermelhado, e as fibras de coldgeno do tipo I1I, com um padrao de birrefringéncia

verde-amarelado.
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3.5. Coloracao de Tricomico de Gomori

Objetivo da coloragdo: utilizada para a visualizagao de diferentes estruturas do tecido

conjuntivo, assim como, para fibras musculares.
Preparo dos corantes e solucoes:

A) Solucdo TricOmica

0,6 g de cromotropo 2R
0,3 g de verde luz (SF)
0,8 g acido fosfotungstico
100 ml 4gua destilada.

B) Solu¢ao de agua acetificada a 0,5%
0,5 ml de 4cido acético glacial

100 ml de 4gua destilada

Etapas da coloragdo do Tricomico de Gomori
e | Etapa: desparafinar e hidratar.
e 2% Etapa: lavar as ldminas com agua destilada por 1 minuto.
e 3% Etapa: deixar na solugdo tricomica por 15-20 minutos.
e 4*Etapa: colocar na solucdo acetificada por 2 minutos.
e 5" Etapa: lavar em agua destilada.
e 6° Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: os nucleos sdo corados em azul a negro; as fibras musculares em vermelho;

o colageno em verde.

3.6. Coloracgao de Tricomico de Mallory

Objetivo da coloragdo: também utilizada para a visualizacao de diferentes estruturas do

tecido conjuntivo em diferentes cores.

Preparo dos corantes e solucoes:

A) Solucdo A
0,5 g de fucsina acida diluida em 100 ml de agua destilada.
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A) Solucdo B

0,5 g de azul de anilina (soluvel em agua)
2 g de orange G

1 g de 4cido fosfotungstico

100 ml 4gua destilada

Etapas da coloragdo do Tricomico de Mallory
e | Etapa: desparafinar e hidratar.
e 2% Etapa: lavar as laminas com agua destilada por 1 minuto.
e 3% Etapa: Corar na hematoxilina e lavar em agua corrente.
e 4% Etapa: em seguida, corar na solu¢ao A por 5 minutos,
e 5% Etapa: escorrer ¢ passar diretamente para solu¢do B e deixar
entre 10-30 minutos.
e 6" Etapa: Lavar em 4gua destilada.
e 7% Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: os nicleos serdo corados em roxo; fibras coldgenas em azul; citoplasma

réseo e hemacias em amarelo.

3.7. Coloracgiao de Tricomico de Masson

Objetivo da coloragdo: assim como as demais coloragdes tricromicas, possibilita a

visualizacdo de diferentes estruturas do tecido conjuntivo em cores diferenciadas.

Preparo dos corantes e solugoes:

A) Solucdo de Bouin

75 ml de solugdo saturada de acido picrico
25 ml formaldeido puro

5 ml &cido acético glacial

B) Hematoxilina férrica de Weigert

Solu¢do A - colocar 1 g de hematoxilina p6 em 100 ml de alcool 95%.
Solucdo B- colocar 4 ml de solucdo aquosa de cloreto férrico a 29% em 95 ml de dgua
destilada e 1 ml de 4cido cloridrico concentrado.

Observaciao: juntar na hora do uso partes iguais da solugdo A e B.
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C) Solucdo de Escarlate de Biebrich

90ml de solugdo aquosa de Escarlate de Biebrich 1%

10ml de solug@o aquosa de fucsina acida 1%

1 ml de acido acético glacial.

D) Solucdo acida fosfotiingstica-fosfomolibdica

2,5 g de acido fosfotiingstico

2,5 g de acido fosfomolibdico

100 ml de agua destilada

E) Solucédo de azul de anilina

2,5g de azul de anilina

2 ml de acido acético glacial

100 ml de agua destilada

F) Solucdo de agua-acido

100 ml de adgua destilada

1 ml de acido acético glacial

Etapas da coloragdo do Tricomico de Masson

1* Etapa: desparafinar e hidratar.

2% Etapa: lavar as laminas com 4gua destilada por 1 minuto.

3* Etapa: colocar em solu¢do de Boilin por 1 hora na estufa a 60
graus ou preferencialmente deixar por uma noite em temperatura
ambiente.

4* Etapa: lavar em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado
pela solucao de Bouin e depois em 4gua destilada.

5% Etapa: corar pela solu¢do de Hematoxilina Férrica de Weigert
(A e B) por 10 minutos.

6* Etapa: lavar em agua corrente por 10 minutos e em agua
destilada.

7* Etapa: corar pela solu¢do de Escarlate de Biebrich por 5 minutos.
8* Etapa: passar por agua destilada.

9* Etapa: diferenciar pela solu¢do de acido fosfotungstico-
fosfomolibdico durante 10 a 15 minutos.

10? Etapa: lavar em agua destilada.

26



e 11* Etapa: corar pela solu¢do de Azul de Anilina durante 5 a 10

minutos.

e 12% Etapa: lavar em agua destilada.

e 13% Passar pela solugdo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5

minutos.

e 14" Etapa: lavar em agua destilada.

e 15" Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: os nucleos serdo corados em preto; o citoplasma, queratina e fibras em

vermelho; colageno e muco em azul.

3.8. Coloracao de Verhoeff

Objetivo da coloragdo: o principal objetivo dessa coloragdo ¢ demonstrar as fibras

elasticas, que normalmente ndo se coram bem pela coloracdo de Hematoxilina e Eosina.

Preparo dos corantes e solugoes:

A) Hematoxilina alcodlica 10%

10 g de hematoxilina

100 ml de alcool absoluto

B) Cloreto férrico 2% (diferenciador)

10 ml de cloreto de ferro

40 ml de agua destilada

C) Cloreto férrico 10%

10 ml de cloreto de ferro

100 ml de dgua destilada

D) Solucao de Iodo de Verhoeff

2 g deiodo
4 g de iodeto de Potassio
100 ml de adgua destilada

E) Solucdo corante de fibras elasticas

25 ml de hematoxilina alcodlica 10 %
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25 ml de alcool absoluto

25 ml de cloreto férrico 10%

25 ml da solugdo de iodo de Verhoeff

F) Solucdo van Gieson

5 ml de fuccina acida 1%

95 ml de 4cido picrico saturado

Etapas da coloracgdio de Verhoeff

1* Etapa: desparafinar e hidratar.

2% Etapa: lavar as laminas em agua corrente por 1 minuto.

3* Etapa: colocar as laminas cerca de 15 a 30 minutos na solugao
para fibras elésticas de Verhoeff.

4* Etapa: em seguida, lavar em agua correte por 20 minutos,
posteriormente, lavar em agua destilada.

5% Etapa: diferenciar, usando a solugao de cloreto férrico 2%. Essa
diferenciagdo deve ser observada sob controle microscopico.
Fibras elasticas devem corar-se em negro contra fundo cinza claro.
6" Etapa: passar rapidamente em alcool a 96% durante 2 segundos.
7* Etapa: contrastar com a solu¢gdo de Van Gieson por 15
segundos. depois dos 15 segundos, retirar as laminas da coloragao,
mas nao € preciso lavar as laminas.

8" Etapa: coloque as laminas em alcool a 96% durante 1 segundo.
Em seguida, secar com papel de filtro.

9% Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem

das laminas.

Resultados: as fibras elésticas e nicleos coram-se em preto, os outros elementos teciduais

coram-se em amarelo.
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