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MICROTOMIA

m O estudo dos tecidos na dimensao celular
da vida, requer a preparacao de cortes
histologicos de modo a que sejam
observados ao M.O.C.

m [ecidos e 0rgaos sao opacos a luz devido
a sua espessura e densidade

m Cortes devem ser finos e translucidos
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MICROTOMIA

m A microtomia consiste em retirar dos
blocos cortes finos e regulares (3 um)

m Para tal € necessaria a existéncia de
aparelhos que permitam executar esta
operacao

m Estes aparelhos designam-se de

microtomos e a sua utilizacao de
microtomia
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CONSTITUICAO DO MICROTOMO

Apesar da grande variedade de microtomos,
qualquer um deles apresenta duas partes
integrantes fundamentais:

m Porta-objectos (bloco)
m Porta facas
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CONSTITUICAO DO MICROTOMO
Porta-objectos

Constituido por:

m Pinca - responsavel pela fixacao do bloco
m 2 Parafusos de regulacao — orientacao

m 1 Parafuso travao — suster o bloco na
orientacao pretendida
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CONSTITUICAO DO MICROTOMO
Porta-facas

Constituido por:

m 2 Parafusos de aperto — mantém a lamina no
lugar

m Parafusos de fixacao — regulacao da altura

m Alavanca graduada — seleccionar e medir o
angulo mais adequado ao corte

m Parafuso travao — blogueia todo o conjunto
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PRINCIPAIS TIPOS DE MICROTOMOS

Dividem-se em 2 grandes categorias:

m Lamina Movel — bloco esta fixo e a faca €
gue se desloca até ele (ex.: M. Corredica)

m L amina Fixa — lamina esta fixa e o bloco &
que se desloca até la (ex.: M. Minot)
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MICROTOMO DE CORREDICA

m O bloco esta fixo no porta-objectos e desloca-se
num plano vertical ascendente em relagao a
lamina, em cada corte

m A lamina/faca € colocada no porta-facas e
movimenta-se num plano horizontal em relacao
ao bloco — este movimento € possivel gracas ao
mecanismo de corredicas deste microtomo



"
MICROTOMO DE CORREDICA
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MICROTOMO DE CORREDICA

Vantagens:

m Aconselhado na confeccao de cortes de
fragmentos incluidos em celoidina e em
blocos de parafina de grande superficie

m Melhor controlo sobre o processo (ex.: 0
bloco agquece e pode-se colocar um cubo
de gelo em cima)
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MICROTOMO DE CORREDICA

Desvantagens:

m Dificuldade na confeccao de ténias (cortes
em serie)
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MICROTOMO DE MINOT

m Microtomo rotativo

m Deslocamento vertical do bloco, por accao
de uma manivela adaptada a uma roda
gue efectua um movimento giratorio

m Um sistema de rodas dentadas assegura
um movimento horizontal e regular do
porta-facas condicionando a
homogeneidade de espessura dos cortes
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MICROTOMO DE MINOT

Vantagens:

m Realizar ténias
m Principal tipo utilizado nos cridstatos
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MICROTOMO DE MINOT

Desvantagens:

m Nao permite um controlo tao
pormenorizado dos factores que
influenciam o processo de corte (ex.:
temperatura do bloco)



'__
MICROTOMO DE MINOT




" S
TIPOS DE FACAS

m A seleccao do tipo de faca mais adequado
e 0 seu angulo de inclinacao no porta-
facas dependem da natureza da peca e
do meio utilizado na impregnacao e
iInclusao

m Uma faca afiada com um gume sem
defeitos é essencial para obter cortes de
qualidade
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TIPOS DE FACAS

m Apesar de um mau processamento,
quando se utiliza uma boa faca, pode ser
possivel obter cortes

m Cortes impossiveis de diagnosticar podem
resultar de uma faca de ma qualidade,
mesmo que 0 processamento seja bom
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Para além do micrétomo e do bloco com o fragmento,
existe ainda toda uma variedade de material necessario
para que se possa obter um corte com qualidade:

Pincel

Agulha histologica

Tina com agua fria

Banho-maria, termostasticamente controlado
Laminas

Suporte de laminas

Lapis
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Pincel e agulha histologica

m Utilizados para a manipulacao das
seccoes durante o corte e para a remogao
das possiveis pregas que estes podem
apresentar, quando se encontram na agua
fria



"
MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Tina com agua fria

m E o local onde se colocam os cortes apds serem
efectuados

m O fundo deve ter uma base escura de modo a
visualizar e seleccionar os cortes

m E nesta etapa que procede a remogao de
pregas, caso estas existam, e finalmente sao
apanhados com a lamina
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Banho-maria

m Apds a passagem pela agua fria os cortes sao
submetidos ao calor da agua quente para que
ocorra a sua extensao

m O aparelho deve apresentar uma base escura
de forma a ser mais facil a visualizacao e
seleccao dos cortes mais finos e que
apresentam maior qualidade

m Temperatura da agua: 45-55°C
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE
Laminas

m Utilizadas para apanhar o corte na agua fria

m O fragmento segue nas laminas o resto da
técnica histoldgica

m Existem de varias espessuras no mercado,
sendo as recomendadas asde 1,0a 1,2 mm
(adaptam-se melhor as ranhuras das caixas de
transporte e possuem resisténcia suficiente)
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Suporte de laminas

m Onde se colocam as laminas para depois
irem a estufa

m Podem ser de vidro ou de plastico

m Se forem de plastico, deve ser de
resistente a temperaturas elevadas
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MATERIAL UTILIZADO NO CORTE

Lapis
m |dentificar as laminas
m Coloca-se o n.2 no canto fosco das

laminas, n.° que acompanha toda a
técnica histoldgica

m NO caso das laminas nao possuirem canto
fosco utiliza-se a caneta de ponta de
diamante para se proceder ao registo



'__
TECNICA DE CORTE

m Durante o corte, o técnico deve estar
sentado e assumir uma posicao
confortavel, isto porque nao deve descurar
da sua saude fisica, ja que esta técnica
pode demorar horas
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TECNICA DE CORTE

Na técnica de corte vai-se abordar os seguintes
aspectos:

m Preparacao do micrétomo e do material
m Colocacao do bloco no porta-objectos
m Execucao de cortes

m [emperatura do bloco e da faca

m Velocidade de corte

m Caracteristicas especiais

m Formacao de ténias
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Preparacao do microtomo e do
material

m No caso do microtomo de corredica, verificar se
estas estao a trabalhar bem, de outra forma
devem ser bem oleadas

m Encher uma tina de agua fria, destilada ou
corrente, onde os cortes vao ser colocados e
retiradas as pregas, caso existam, com o auxilio
de um pincel e/ou agulha histologica
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Preparacao do microtomo e do
material

m Colocar agua no banho-maria e controlar
a temperatura, para que nao agueca em
demasia (situacao que pode danificar os
cortes)

m A temperatura deve-se situar alguns graus
abaixo do ponto de fusao da parafina
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Preparacao do microtomo e do
material

m Colocar a faca no porta-facas de forma
segura para evitar possiveis acidentes

m Apertar bem os parafusos de aperto para
evitar a vibracao da faca durante o corte,
facto que pode inutilizar os cortes e ate
mesmo o proprio bloco

m Escolher um angulo que permita obter
cortes de qualidade de uma forma geral
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Colocacao do bloco no porta-
objectos

m Colocar o bloco na posicao que ofereca a
menor resisténcia possivel ao corte

m Orienta-lo de forma que o fragmento seja
apanhado na sua totalidade, livre de
pregas, fendas e distorcao celular
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Execucao de cortes

m De forma a desgastar qualquer excesso
de parafina e expor a area do fragmento
adequada para o corte, ajustar a sua
espessura a 30 um para que 0 processo
seja mais rapido — Desbaste

m Seleccionar de seguida a espessura de
corte mais adequada ao tipo de tecido,
sendo que normalmente é 2 a 3 um
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Execucao de cortes

Situacoes especiais:

m Amildide — 10 pum
m Mielina — 15 um
m Fragmentos neurologicos — 15 a 20 um
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Temperatura do bloco e da faca

m Antes do corte, colocar os blocos numa placa
fria para facilitar o processo

m Apds uma série de cortes, tanto o bloco como a
faca, devido a constante friccao, podem aquecer
em demasia, devendo ser arrefecidos para que
0s cortes sejam de qualidade

m Fragmentos de cérebro, medula e ganglios
linfaticos — arrefecer apenas a faca
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Velocidade de corte

m E variavel consoante a natureza das
pecas

m Quanto + duro e menor for o fragmento,
maior a velocidade a utilizar

m Uma velocidade menor deve ser utilizada
quando os tecidos sao moles e maiores
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Caracteristicas especiais

Fragmentos hemorragicos

m Passar sobre a superficie do bloco uma
solucao alcalina de hidroxido de amoénia a
10% - amacia o tecido, previne a sua
ruptura e facilita o corte
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Caracteristicas especiais

Tecidos calcificados

m Se apresentarem depositos de calcio que
dificultam o corte o bloco pode ser sujeito
a breve accao de um descalcificador (ex.:
RDO)
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Formacao de tenias

m A formacao de ténias deve ter em conta a
velocidade de rotacao imposta (ao
microtomo de Minot), pois quando muito
elevada pode causar a formacao de uma
ténia com cortes de diferentes espessuras
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Cortes de espessuras diferentes

Porta-bloco quente

Parafina insuficientemente dura para o
tecido ou condi¢Oes ambientais

e Tentativa de corte demasiado fino

Utilizar uma parafina com um ponto de
fusdo mais elevado

Causas Solucoes
¢ Problemas no micr6tomo (dentes e e Qlear as corredigas

corredigas) ¢ Fixar bem a faca e o porta-blocos
e Suporte mal fixado ¢ Aumentar a inclinacdo da faca
¢ Inclinagdo insuficiente da faca e Arrefecer o bloco e o porta-blocos
o o
o
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

N s

s

.

Ténia encurva (corte)

Causas

Solucoes

® As arestas do bloco nao sao paralelas

¢ Excesso de parafina num lado do bloco
® Variagao na consisténcia dos tecidos

e Area do gume da faca com boca

e Recortar o bloco de forma que as faces
superior e inferior sejam paralelas

® Reduzir excesso de parafina

e Utilizar uma parte diferente faca
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Os cortes enrolam e nao formam ténias

Causas Solucoes
¢ A temperatura ambiente € baixa e Fazer os cortes mais finos
¢ Parafina muito dura ® Diminuir a inclina¢do da faca
¢ Gume da faca com impurezas e Utilizar parafina com ponto de fusao
e Angulo inadequado 2 faca mais baixo
¢ Limpar o gume da faca
® Ajustar o angulo da faca
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TECNICA DE CORTE
Problemas. Causas e Solucoes

Os cortes comprimidos e plissados

Causas

Solucoes

® A faca estd mal orientada e mal afiada
¢ A temperatura ambiente € demasiado
elevada

® O bloco encontra-se perto de uma fonte
de calor

¢ Velocidade do corte muito rapida

® Restos de parafina no gume da faca

¢ Impregnacao incompleta

® Mudar a zona da faca ou de faca

¢ Arrefecer o bloco

e Cortar mais devagar

¢ Aumentar o angulo da faca

e Limpar o gume da faca

® Repetir a impregnacao € a inclusao
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

8 # . T

Os cortes quebram-se e pulverizam-se

Causas Solucoes

e A faca estd muito inclinada e Diminuir a inclina¢do da faca

® Os fragmentos sao demasiado firmes ® Fazer cortes mais espessos

® Tecido rico em sangue ou oxidou e Evitar cortar muito rapidamente

excessivamente
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

e
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Cortes rasgados e com estrias

Causas

Solucoes

e A faca esta mal afiada

e Angulos muito elevado

e Escolher uma zona melhor da faca

e Calcificacoes, agrafos, linhas de sutura ¢ Entre cada corte limpar a faca
e Faca com restos de parafina ® Passar com precauc¢ao o dedo atras da

faca
e Corrigir o angulo da faca
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

fragmento

=)
R
Areas do tecido em bloco nao presentes no corte
Causas Solucoes
® Impregnacao do tecido incompleta ® Repetir a impregnacao

e A parafina de inclusdo desprendeu-se do | ® Repetir a inclusao
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes
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Cortes incompletos

Causas Solucoes

¢ O bloco ndo esta perfeitamente alinhado | ® Orientar o bloco de forma que o
com a faca fragmento esteja totalmente presente no
corte
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

O corte é irregular s6 em algumas zonas

Causas

Solucoes

® Vibracdao dos componentes do
micrétomo

® Vibragao do suporte da faca

® M4 escolha da faca

¢ Problemas nas corredigas

e Angulo da faca inadequado

¢ Tecido muito duro para as condi¢oes de
corte presentes

¢ Bloquear bem os suportes

® Olear bem o0 microtomo

¢ Escolher outra faca

e Reduzir o angulo da faca

eUtilizar uma faca para tecidos duros
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TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Expansao e desintegracao dos cortes em agua quente

Causas Solucoes

¢ Fraca impregnacdo do tecido ® Repetir a impregnacao
® Temperatura da 4gua muito elevada e Arrefecer a 4gua




TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Bloco hidratado

Deficiente clarifica

cao




TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Corte incompleto Ondulagoes por vibragao
da faca




TECNICA DE CORTE
Problemas, Causas e Solucoes

Chatter




'__
EXTENSAO

m Um bom exame histoldgico soO € possivel
se o corte for plano e inteiro

m Na maior parte das vezes, os cortes
apresentam pequenas dobras, dai a
necessidade de recorrer a sua extensao

m Para além disso, a sua observacao ao
MOC s0 pode ser efectuada apos a
adesao nas laminas



'__
EXTENSAO

m ApOs 0 corte no microtomo, procede-se a
remocao das pregas que possam existir, a
aderéncia dos cortes das laminas e de
seguida a sua extensao no banho-maria
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EXTENSAO

Algumas precaucoes a ter:

m Os cortes de parafina tém 2 faces diferentes —
uma superior, rugosa e opaca, € outra inferior,
lisa e brilhante

m Estas ndo devem ser confundidas, os cortes
devem ser colocados com a face brilhante
virada para a agua, porque € aquela que por
capilaridade, adere melhor a lamina de vidro



'__
EXTENSAO

Algumas precaucoes a ter:

m O processo de extensao na agua quente
deve ser suave, isto €, os cortes devem
ser gradualmente descidos sobre a agua
de forma que a extensao ocorra de modo
progressivo e continuo
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EXTENSAO

Algumas precaucoes a ter:

m Ao apanhar o corte, ter o cuidado de nao
deixar bolha sob este porque diminuem a
adesao a lamina e poderao produzir
artefactos na coloracao, diminuindo a sua
qualidade e dificultando a sua analise ao
microscopio
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EXTENSAO

Algumas precaucoes a ter:

m O corte devera permanecer na agua
quente apenas o tempo suficiente para
permitir a sua extensao completa

m Este processo nao deve ser demasiado
prolongado de forma a evitar a expansao
dos tecidos para alem do seu tamanho
original e evitar a distorgao estrutural



'__
EXTENSAO

Algumas precaucoes a ter:

m Diversos tecidos apresentam zonas (ex.:
cartilagem e mucinas) com diferentes
capacidades de distensao, resultando em
cortes cuja extensao é pouco uniforme na
agua quente

m Neste caso 0 processo deve ser mais
longo como forma de uniformizar o corte
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ADESAOQO

m Em determinadas situacoes € exigido, em
vez de utilizar apenas agua, a utilizacao
de substancias que promovam a adesao
dos cortes as laminas

m Estas substancias podem ser: gelatina,
aloumina-ovo, APES, cargas
electroestaticas
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GELATINA

m Solucao de 0,5%

Possui alguns inconvenientes:

m Boa cultura bacteriana

m Aderéncia de poeiras

m Diminui a transparéncia dos cortes

m Retem ligeiramente os corantes acidofilos




" S
ALBUMINA-OVO

m Mistura de albumina-ovo e glicerina, a qual se
adiciona um antisséptico (formol ou timol)

Possui alqguns inconvenientes:
m Desenvolvimento bacteriano

m Cortes sujeitos a accao do amoniaco promove 0
descolamento

m Possui fluorescéncia propria, nao pode ser
utilizada em trabalhos para microscopia de
fluorescéncia
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APES

m 3 — Amino-propil-trietoxisilane

m Utilizacao de reagentes toxicos e
COITOSIVOS

m Laminas adesivadas sem prazo de
validade
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CARGAS ELECTROESTATICAS

m Existem comercialmente preparadas
m Prontas a utilizar
m Obtencao de excelentes resultados

m Relativamente dispendiosas
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Incidentes e contratempos da

extensao

Defeitos

Causas provaveis

Solucoes

Cortes com pregas que
nao saem

e  Utilizacdo de uma faca pouco
afiada

e A 4gua da extensdo estd
demasiado fria

e A 4gua da extensdo estd
demasiado quente e funde a
parafina

e A pecaé durae fibrosa

Realizar novos cortes
Controlar a temperatura da
agua

Presenca de bolhas de ar
debaixo dos cortes

e  Cortes mal colados ou apanhados
e  Arproveniente da dgua, retido
durante a extensdo e secagem

Utilizar agua fervida
Estender bem os cortes antes de os
colar

Cortes com pouca
aderéncia a lamina e

que se descolam com
facilidade

® A parafina fundiu durante a
extensao

e  Cortes mal apanhados (face
brilhante para cima)

¢  Laminas mal desengorduradas

Utilizar 1aminas sem qualquer
vestigio de gordura

Caso a parafina funda s6 nos bordos
arrefece-la rapidamente

Se a parafina fundir completamente
os cortes estao perdidos

Depois de escorrer a dgua, seca-los
0 mais rapidamente




" S
CRIOTOMIA

m Para um rapido diagnostico, realizacao de
técnica especiais (estudos enzimaticos,
pesquisa de lipidos) ou ainda para material
incluido em parafina os tecidos sao congelados

m Este processo € conseguido pela utilizacao de
azoto liquido e o corte é realizado num aparelho
mecanicamente refrigerado - Criostato
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CRIOTOMIA

Vantagens

m Devido a sua rapidez € o método de
eleicao para a realizacao de exames
extemporaneos

m A congelacao suprime todas as fontes de
artefactos motivadas pelo processamento
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CRIOTOMIA

Vantagens

m Permite a caracterizacao de substancias ou
estruturas que desaparecem com a técnica de
rotina, nomeadamente lipidos (soluveis nos
solventes) e processos enzimaticos (inactivados

pelo calor)

m Processo escolhido quando a necessidade de
trabalhar em tecidos nao fixados
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CRIOTOMIA

Limitacoes

O método de congelacao e o proprio corte sao
susceptiveis em causar distorcao celular

A realizagao de cortes finos € quase impossivel sendo
muito dificil a obtencao de cortes com espessura inferior
a 15-20 uym

Cortes usualmente sao muito frageis
A obtencao de um novo corte € muito complicada
A sua espessura € muitas vezes irregular
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CRIOTOMO

m Camara refrigerada estanque

o Terp )eratura controlada por termdstato (até —
30 °

m Microtomo do tipo Minot

m O aparelho é totalmente controlado por
dispositivos exteriores

m As condigoes homogeneas da temperatura
permitem obter um equilibrio térmico entre faca,
porta-objectos e fragmento



CRIOTOMO
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CRIOTOMO - Recomendacoes

m [ecidos fixados em etanol podem ser
dificeis de congelar. Deve ser efectuada
uma lavagem prolongada para retirar todo
o fixador

m O mais recomendado para o método de
congelacao é o formol salino a 10%



"
CRIOTOMO - Recomendacoes

m A temperaturas especificas os tecidos tém uma
firmeza directamente relacionada com o seu
conteudo em agua e lipidos

m Para cada tipo de tecido existe uma temperatura
Optima de corte

m Os criostatos estao habitualmente a — 20°C para
a maior parte dos fragmentos

m Ceérebro, ganglios linfaticos, figado e bago
requerem temperaturas ligeiramente elevadas

m Lipidos — ambientes muito mais frios
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Incidentes e contratempos dos
cortes de congelacao

Defeito

Causas

Solucoes

A peca nao congela

A platina esfria mas néao
congela
A platina cobre-se de gelo

O tubo de gas esta vazio,
tem um escape ou pode
estar invertido

Utilizou-se um fixador
alcodlico

A peca desprende-se da

platina desde os
primeiros cortes

A face inferior da peca
apresenta irregularidades
Entre a peca e a platina
interp6s-se uma pelicula de
gelo

Recortar bem a peca
Apoiar bem o fragmento
sob a platina

Incluir a peca, caso esta
seja pequena, em gelatina

Os cortes pulverizam-se

Peca demasiado fria
Faca demasiado afiada

Aguardar um pouco antes
de cortar
Substituir a faca

Os cortes rompem-se

Peca fixada demasiado
rapidamente
Fragmento ndo esta
suficientemente frio

Congelar novamente os
fragmentos

Efectuar cortes mais
espessos
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ULTRAMICROTOMIA

m A espessura do corte histolégico € um
factor determinante na resolucao obtida
no ME

m Producao de cortes extremamente finos
(100 a 120nm)

m Para obter estes cortes € necessario
incluir os fragmentos num material mais
duro que a parafina — resinas epoxy
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ULTRAMICROTOMIA

m Os blocos obtidos sao tao duros que é
necessario facas de vidro ou diamante

m O aparelho de corte — ultramicrotomo —
consiste numa versao melhorada dos
microtomos tradicionais



ULTRAMICROTOMIA
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ULTRAMICROTOMIA

m Microtomo de tipo Minot com algumas
modificacoes
m Mais sofisticado

m Lupa ou 2 oculares para visualizar o processo
de corte (0s blocos e o0s cortes sao pequenos)

m Facas de vidro ou diamante

m O ultramicrotomo deve estar numa bancada
propria, livre de vibracoes
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RESUMO

m Microtomia

m Constituicao do microtomo

m Principais tipos de micrétomos
m Tipos de facas

m Material utilizado no corte

m [écnica de corte

m Extensao

m Criotomia

m Ultramicrotomia



