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Introducao

O ovério dos mamiferos é composto por duas
porcdes, uma cortical e uma medular que, na
maioria das espécies animais como a ovina, sdo
localizadas na periferia e no centro da gbnada
respectivamente. O cértex é constituido de tecido
conjuntivo que compde o estroma, com células

do estroma e foliculos ovarianos que, por sua vez,
sdo compostos por um odcito e células foliculares
oriundas do epitélio mesotelial e mesonefro. A
medula é composta por tecido conjuntivo frouxo
vascularizado, onde estao presentes fibroblastos,
colageno (fibras elasticas), vasos sanguineos,
vasos linfaticos e fibras nervosas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013) como demonstrado na

Figura 1. O foliculo ovariano é a unidade
morfofuncional do ovéario, sendo classificado como
pré-antral ou nao cavitario (primordial, transicao,
primério e secundario) e antral ou cavitario (terciario
e pré-ovulatério), caracterizado pela presenca

de uma cavidade repleta de liquido folicular
denominada antro (FIGUEIREDO et al., 2003). Os
foliculos primordiais caracterizam-se por um oécito
circundado por células da granulosa de formato
pavimentoso e podem permanecer quiescentes por
tempo indeterminado ou imediatamente iniciarem o
seu desenvolvimento (KNIGHT; GLISTER, 2006).
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Figura 1. Ovario de mamifero e categorias foliculares.
Fonte: Figura B - adaptada de Orisaka et al. (1999).

Um foliculo é considerado como de transicéo
quando possui pelo menos trés células cubicas
ao redor do o6cito. Quando uma camada
completa de células da granulosa circunda o
odcito, os foliculos passam a ser chamados de
primarios. Com o desenvolvimento do foliculo,
as células da granulosa aumentam em numero
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e tornam-se mais volumosas, culminando com a
formacao do foliculo secundario (MOHAMMDPOUR,
2007), o qual é caracterizado pela presenca de duas
ou mais camadas de células da granulosa cubicas.
Neste estagio, a zona pellcida é claramente
identificada ao redor do odcito e as células da teca
comecam a ser recrutadas a partir do estroma
ovariano (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Com

o crescimento do foliculo secundério e a intensa
proliferacdo das células da granulosa, ocorre a
formacao da cavidade antral, estagio no qual os
foliculos passam a ser denominados terciarios ou
antrais (DRIANCOURT, 2001). O desenvolvimento
dos foliculos antrais é caracterizado pelas fases de
crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), que permite a
formacao de um foliculo pré-ovulatério também
conhecido como foliculo de Graaf, que representa
o estagio final do desenvolvimento folicular
(DRUMMOND, 2006) como demonstrado na
Figura 1.

A Histologia é um método classico que pode ser
utilizado na caracterizacdo do ovario pela avaliacédo
da morfologia do citoplasma e do nudcleo do oécito,
permite ainda verificar o nimero e as alteracdes
morfolégicas de todos os compartimentos
foliculares (células da granulosa, da teca e

oécito), bem como do estroma ovariano. Tais
alteracdes incluem a desorganizacao das células
da granulosa e seu destacamento da membrana
basal, bem como a retracdo oocitaria e a picnose
nuclear. A histologia classica (HC) é importante
para avaliacdo do tecido ovariano que pode ser
analisado fresco (logo apés a coleta do tecido),
apods cultivo e apds descongelacao. Ela apresenta
uma grande vantagem, que é a de possibilitar
andlises quantitativas e qualitativas de um grande
numero de foliculos (MATOS et al., 2007). Dentre
as avaliacdes estd a classificacdo dos foliculos
quanto ao seu estadio de desenvolvimento
(primordial, transicdo, primario ou secundario), e
ainda quanto as suas caracteristicas morfolégicas
(normais ou atrésicos). Na analise histolégica, as
alteracdes indicativas de atresia em foliculos pré-
antrais ocorrem primariamente no oécito, sendo a
picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (SILVA
et al., 2002). Esta técnica se mostra sensivel para
este tipo andlise, podendo obter resultados similares
aos de viabilidade folicular utilizando marcadores
fluorescentes como a calceina e o corante azul de
tripan (AMORIM et al., 2003). Além disso, a HC
pode ser utilizada para avaliar a morte da célula por
necrose, através da visualizacdo da presenca de
vacuolos (MARTINEZ-MADRID et al., 2007).

A facilidade e rapidez na execucédo e padronizacao
nas replicacdes e o baixo custo e pouca demanda
em infraestrutura exigida, faz com que a HC seja a
técnica mais utilizada na caracterizacdo morfoldgica
dos ovérios e suas estruturas. Do ponto de

vista pratico, a HC permite identificar problemas
reprodutivos coletivos ou individuais, a exemplo de
carcinomas e hipoplasias, bem como caracterizar

e quantificar a populacédo folicular de espécies

e racas nativas e, novas espécies e genodtipos
como os ovinos prolificos FecG* portadores de
mutacoes do gene GDF9 que tém acao sobre
mecanismos ovarianos (AZEVEDO et al., 2015).
Outra aplicacdo da técnica se da, além da geracao
de conhecimento bésico, no desenvolvimento de
biotécnicas reprodutivas como a producéo in vivo
e in vitro de embrides por meio do estabelecimento
de protocolos mais eficientes de maturacao e
fertilizacdo de odcitos, cultivo e criopreservacao
de od6citos e embrides, técnicas de explantes/
implantes de tecidos, bem como testes nutricionais
e toxicolégicos, dentre outros.

Apesar da sua importancia e vantagens, sao

raras na literatura informacoes detalhadas do
processamento histolégico de ovarios de animais
que permitam a perfeita replicacao da técnica. A
maioria das informacdes disponiveis ndo possuem
muitos dos detalhes de ordem prética que facilitam
o dia-a-dia da execucao do procedimento na rotina
de laboratério.

A metodologia descrita neste trabalho é uma mescla
de adaptacoes e inovacdes de procedimentos que
sdo descritos de forma detalhada e que melhoram
e viabilizam sua replicacdo em laboratério.
Procedimentos nunca descritos como o passo

a passo em video de procedimentos como a
confeccdo das forminhas de papel e da fixacdo do
fragmento a lamina trazem este carater inovador
da metodologia descrita nesta publicacdo. Nao
existe na literatura nenhuma publicacdo similar que
organize todos os passos da histologia ovariana de
ovinos e que viabilize sua replicacao de forma tao
detalhada, figurativa e demonstrativa.

Assim, este trabalho tem como objetivo descrever
de forma direta uma metodologia detalhada, pratica
e de facil replicacdo para processamento histolégico
de fragmentos do cértex do ovario utilizado na
rotina de pesquisa para caracterizacdo ovariana. A
metodologia descrita foi construida e validada ao
longo de alguns anos de experiéncia dos autores
em suas trajetdrias académicas e de pesquisa
contendo instrugcbes com alto nivel de detalhamento
e representacao visual.
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Procedimento histolégico ovariano
Recomendacdes para protecao individual e geral

- Para a maioria dos procedimentos, utilize os
seguintes materiais e equipamentos de protecao
individual: luvas de latex para procedimento, jaleco,
mascara cirdrgica simples com elastico, 6culos

de seguranca antiembacante incolor e, capela de
exaustao de gases.

- Anterior aos procedimentos realize a identificacao
de todos os tubos que serdo utilizados para coleta,
fixacao, desidratacdo e diafanizacao, descrevendo
com detalhe as amostras através de siglas em
etiquetas coladas aos tubos.

Coleta

O ovario pode ser processado inteiro, metade, ou,
como descrito no procedimento abaixo, por meio de
pequenos fragmentos.

Material:

- Cabo (nimero 4) e lamina de bisturi (nimero 22),
placa de Petri (100 mm x 15 mm), 1 folha de papel,
caneta.

Procedimento:

1. Com o auxilio de um bisturi com lamina, fatie o
cortex ovariano em pedacos de aproximadamente
1 mm de espessura e, a partir deles, fatie
fragmentos com 3 mm x 3 mm x 1 mm
(comprimento, largura e espessura).

2. Coloque os fragmentos numa placa de Petri
sobre um pedaco de papel contendo um desenho do
modelo do fragmento nas dimensdes de 3 mm x

3 mm conforme a Figura 2.

Figura 2. Placa de Petri sobre o papel com o modelo para obtencao
de fragmento ovariano para processamento histolégico.
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Fixacéao

A fixacdo apdés a coleta tem o objetivo de preservar
a morfologia (composicdo das células e tecidos) de
tal forma que, no momento da avaliagdo, tenha-
se um histdrico dos mecanismos que ocorriam

no tecido no momento em que foi fixado. Para
tanto, a solucao fixadora insolubiliza componentes
intracelulares, enzimas hidroliticas e evita autélise.
Os principais fixadores para tecido ovariano sdo

a formalina, acido acético, alcool etilico absoluto,
cloroférmio, glutaraldeido, tetréxido de 6smio,
Carnoy ou solucdes a base desses componentes.
O fixador de eleicdo para histologia ovariana é

o Carnoy que é usado na forma de uma solucao
preparada como descrito a seguir.

Material:

- Tubo de ensaio de 5 mL com tampa de borracha e
suporte para tubo, 1 L de Carnoy (600 mL de élcool
a 100%, 30 mL de cloroférmio e 10 mL de acido
acético), alcool etilico 70% e pipeta Pasteur.

Procedimento:

1. Fixe o fragmento imergindo-o em um tubo de
ensaio contendo a solucdo de Carnoy na proporcao
de 20 vezes o volume da amostra (ver exemplo
abaixo) por 12 horas.

2. Exemplo de célculo do Carnoy - supondo uma
amostra de aproximadamente 9 mm?3:

9 mm? x 20 vezes = 180 mm?
1 mm3— 0,001 mL

180 mm?3 — x

x=0,18 mL ou 180 pL

3. Descarte o fixador e adicione alcool 70%.
A partir deste momento a amostra pode ser
acondicionada por tempo indeterminado.

Recomendacgdes:

- Realize o procedimento utilizando as luvas para
procedimento da cor branca, pois as substancias
fixadoras sao reconhecidamente téxicas e desbotam
turvando os reagentes quando em contato com
eles.

- Em virtude da pequena quantidade de solucéao
fixadora utilize de 500 pyL a 1000 L para facilitar
a manipulacado. Tanto o calculo como essa
recomendacdo servem para as demais substancias
utilizadas nas etapas posteriores (alcool, xilol e
parafina).
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- Outro cuidado que deve ser observado é a
imersdo completa do fragmento na solucao fixadora
para que a fixacdo ocorra de forma eficiente.

- O tempo de exposicdo ao Carnoy deve ser de 12
horas a temperatura ambiente de 26 °C.

Desidratacéo

A desidratacdo tem como objetivo remover dgua
do tecido preparando-o para a inclusdao em parafina
que é imiscivel em agua. Para tanto, o fragmento
de tecido deve ser submetido as imersdes
sucessivas em solucdes com concentracoes
crescentes de alcool etilico.

Material:

- Papel toalha, cronbmetro, suporte para tubos,
pipeta Pasteur de 3 mL, béquer de 50 mL, alcool
etilico 80%, alcool etilico 95%, alcool etilico
100%.

Procedimento:

1. Organize na haste de suporte os tubos de ensaio
contendo os fragmentos de tecido de acordo com a
identificacdo da amostra.

2. Descarte o alcool etilico 70% contido no tubo
com o fragmento de tecido da etapa anterior.

3. Adicione élcool etilico 80% em um béquer de 50
mL para facilitar a pipetagem.

4. Com uma pipeta Pasteur adicione o alcool etilico
80% nos tubos de ensaio e marque uma hora no
crondmetro.

5. Retire o alcool dos tubos com a pipeta Pasteur e
descarte.

6. Descarte e reponha o alcool sucessivamente
aumentando sua concentracao para 95% e 100%
a cada reposicao, seguindo como modelo os
procedimentos descritos nos itens anteriores 2, 3,
4¢eb.

Recomendacdes:

- Nas trocas das solucdes, coloque a ponta da
pipeta Pasteur no fundo do tubo de ensaio para ndo
aspirar o fragmento.

- O tempo deve ser contado ao final no momento
em que é trocado o alcool do ultimo frasco.

- Para nao haver confusdo, recomenda-se realizar
as passagens seguindo sempre um mesmo sentido
pré-estabelecido a exemplo do mais comumente
executado que é o da esquerda para a direita.

Diafanizacd@o ou clareamento

O processo de diafanizacao consiste na imerséao do
tecido em um produto quimico que seja miscivel
tanto no alcool quanto na parafina e, baseia-se na
infiltracdo do tecido por um solvente da parafina
que seja simultaneamente desalcolizante, sendo o
xilol comumente utilizado. Essa substancia é muitas
vezes chamada de agente clarificador, porque torna
o tecido semitranslicido, quase transparente, ja
que faz a remocao dos seus lipideos. A duracao da
diafanizacao ou clarificacédo varia de acordo com

as dimensdes e a constituicdo do material, além da
temperatura ambiente.

Material:

- Béquer de 50 mL, cronébmetro, capela de exaustao
de gases, caneta marcadora de tubos, folha de
papel madeira, suporte para tubos de ensaio e xilol.

Procedimento:

1. Adicione o xilol em um béquer de 50 mL para
facilitar a pipetagem.

2. Com uma pipeta Pasteur adicione o xilol nos
tubos de ensaio e marque uma hora no crondmetro.

3. Descarte o xilol em um frasco identificado,
substitua por um xilol novo e, espere mais uma
hora para, em seguida, iniciar o processo de
impregnacao.

Recomendacdes:

- A partir dessa etapa é obrigatério realizar os
procedimentos sob uma capela de exaustao de
gases.

- Verifigue se ha uma iluminacado adequada no
interior da capela.

- Tenha o maximo de cuidado nas aspiracdes do
xilol para que o fragmento semitransltcido nao se
perca, sendo indicada a utilizacdo de uma superficie
que dé contraste como o papel madeira.

- Ao término dessa etapa de diafanizacédo ou
clarificacdo deixe os frascos abertos e luvas
utilizadas dentro da capela de exaustdo por periodo
minimo de 2 horas para evaporacao do xilol.

Impregnacéo e inclusao

As etapas de impregnacao e inclusdo tém como
objetivo introduzir a parafina nos espacos vazios
no tecido, antes ocupados por dgua e gordura, a
fim de dar ao fragmento a sustentacdo necessaria
para que sejam realizados os cortes no micrétomo.
A impregnacdo visa remover o clarificante por
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evaporacao as altas temperaturas ao submeter o
fragmento aos primeiros banhos de parafina entre
65 °C e 70 °C. O 32 banho de parafina desta etapa
é chamado de inclusao no qual o bloco endurecido
sera formado.

Material:

- Estufa histolégica, congelador, cronémetro,
béquer, parafina histolégica com ponto de fuséo
de 58 °C a 65 °C, tiras de papel ou etiquetas para
identificacdo das amostras, formas de empada
numero 4 (Figura 3A), pinca metdlica reta ponta
serrilhada > 17 cm, papel sulfite, estilete.

IDENTIFICACAO

Figura 3. Procedimento de preparacéo do bloco de parafina com a
amostra de tecido para histologia. (A) Forma de empada nimero
4 para fase de impregnacdo da parafina. (B) Forminha de papel
para fase de inclusdo em parafina. (C e D) Modelos de desbaste
do bloco de parafina mostrando as dimensdes de comprimento e
largura e de profundidade.

Procedimento:

1. Coloque parafina histolégica (10 mL/fragmento)
em um béquer na estufa a 60 °C overnight. Ao
final deste periodo ela devera estar totalmente
liquida.

2. Com uma ping¢a metalica retire o fragmento
do tubo de ensaio e coloque-o na primeira forma
(Figura 3A) contendo parafina totalmente fundida
e com a identificacdo da amostra correspondente
descrita em uma tira de papel.

3. Apds retirar o fragmento dos tubos e coloca-
lo na forma, conte uma hora. Durante o processo
de transferéncia do fragmento a parafina pode
solidificar, assim, comece a cronometrar o tempo
somente a partir do momento que toda parafina
contida nas formas esteja em estado liquido.

4. Realize o 2° banho de parafina transferindo

o fragmento e sua identificacdo com o auxilio

da pinca para uma segunda forma (Figura 3A)
contendo uma nova parafina e, seguindo os
detalhes descritos no item 2, comece a contar mais
1 hora.
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5. Fabrigue uma forminha de papel (Figura 3B)
conforme descrito no Anexo | e demonstrado no
Video 1 (<https://youtu.be/PYSalJO2_H8>).

6. Transfira o fragmento para o centro da forminha

de papel contendo um pouco de parafina fundida

e, em seguida, preencha-a com parafina deixando-a
solidificar a temperatura ambiente de um dia para o

outro. O bloco de parafina contendo o fragmento de
tecido deverd ser mantido em temperatura ambiente
até que endureca (Figuras 3C e 3D).

7. Retire o bloco de parafina da forminha de papel
e desbaste-o com o auxilio de um estilete para sua
adaptacao ao micrétomo. Ao desbastar o bloco
tente obter um quadrado de aproximadamente
1cmx 1cmx 0,7 cm (comprimento, largura,
profundidade) como apresentado nas Figuras 3C

e 3D para que os fragmentos ndo saiam tortos ao
serem cortados.

Recomendacdes:

- A estufa usada para fusao da parafina deve ser
monitorada para que nao exceda a temperatura de
65 °C a 70 °C e queime o fragmento.

- Antes do inicio da desidratacdo coloque na estufa
uma quantidade duplicada (em relagdo ao ndmero
de amostras) de formas preenchidas com parafina,
para que no momento do 2° banho a parafina ja
esteja fundida.

- As passagens do fragmento pela parafina

e a abertura e fechamento da estufa devem

ser realizados rapidamente para nao alterar a
temperatura e solidificar a parafina. Se a parafina
solidificar aguarde ela fundir novamente para contar
o tempo da inclusao.

- A parafina dos banhos pode ser reutilizada desde
que seja filtrada, porém dé preferéncia a uma nova
partida para a etapa de incluséo.

- Recomenda-se deixar o bloco de parafina com a
amostra de tecido dentro de uma sacola plastica
lacrada a temperatura entre -1 °C e -4 °C, para que
se torne mais firme, até a realizacdo dos cortes.

Cortes

Os cortes histolégicos consistem na seccao de
blocos com material incluido para obtencao de
seccdes suficientemente delgadas para permitir

a penetracao da luz. Os blocos histolégicos

sé@o cortados em finas laminas com auxilio do
micrétomo cuja unidade de medida, o micrémetro
(um), corresponde a milésima parte do milimetro
(mm). A espessura dos cortes no micr6tomo pode
variar entre 1 ym a 50 pym, porém as dimensdes
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mais utilizadas na microscopia éptica para o tecido
ovariano sdo de 5 yme 7 uym.

Material:

- Micr6tomo manual rotativo, navalha de baixo
perfil, lapis grafite, placa aquecedora ou agitador
magnético com aquecimento, pipeta Pasteur, alcool
70%, pincel chato (n° 4), 4gua destilada, substancia
adesiva (albumina ou clara de ovo + glicerina na
proporcao de 1:1), papel toalha, estilete, lamina de
ponta fosca 26 mm x 76 mm, béquer.

Procedimento:

1. Deixe as laminas por 24 horas no alcool 70%
antes do procedimento.

Fotos: Marcio Calixto Matias

2. Forre a bancada de trabalho com papel toalha.

3. Seque as laminas com papel toalha e identifique-
as com lapis de acordo com a identificacao da
amostra descrita no bloco.

4. Com as maos calcadas com luvas, use o

dedo indicador para passar uma fina camada da
substancia adesiva sobre as laminas para facilitar a
fixacdo do fragmento.

5. Coloque as ldaminas sobre o papel toalha.

6. Ajuste o micrétomo para cortar fragmentos numa
espessura de 7 ym (Figuras 4A e 4B) e encaixe a
navalha especifica.

CUT R %

Figura 4. Procedimento de preparacdo do corte e confeccdo da lamina de tecido para
histologia. (A) Micr6tomo rotativo. (B) Espessura do corte 7um. (C) Bloco encaixado ao
micréotomo. (D) Bloco em contato com a navalha. (E) Obtencédo de fita de forma incorreta.
(F) Obtencao de fita de forma correta. (G) Umedecimento do pincel. (H) Fita sobre a
lamina. (I) Lamina hidratada. (J) Reducao do excesso de dgua da lamina. (K) Lamina
exposta a chapa quente. (L) L4&mina com corte finalizado.



7. Busque o bloco desejado no congelador e
encaixe-o no micrétomo, ajustando para ficar o
mais centralizado possivel (Figura 4C).

8. Aproxime o bloco a navalha e destrave o volante
do micrétomo para realizar o corte (Figura 4D).

9. Gire o volante cortando o bloco e observando
se a série de cortes estd saindo de forma retilinea
(Figuras 4E e 4F).

10. Realize os cortes até chegar ao fragmento do
tecido desprezando a parafina sem a amostra.

11. Corte uma série de fatias da amostra em
formato de uma fita e, coloque dois segmentos
de fita paralelamente na |lamina previamente
identificada.

12. Fixe as fitas utilizando um pincel umedecido em
agua destilada. Toque o pincel na parte superior do
fragmento cortado e, delicadamente, coloque a fita
sobre a lamina (Figuras 4G e 4H).

13. Hidrate os fragmentos cortados com agua
destilada utilizando a pipeta Pasteur, aproveitando
para ajusta-los na lamina (Figura 41).

14. Escorra o excesso de dgua destilada da lamina
no papel toalha inclinando-a com cuidado para o
fragmento nao deslizar (Figura 4J).

15. Leve a lamina para a placa aquecedora a

70 °C colocando-a e retirando-a imediatamente por
aproximadamente 10 vezes como demonstrado no
Video 2 (<https://youtu.be/ZDHNEAy d98knoU >)
a fim de aumentar a adesao do corte a lamina
(Figura 4K).

16. Apd6s o procedimento anterior observe se a
lamina estéd de acordo com a Figura 4L.

Recomendacoes:

- Se a temperatura do local de processamento for
elevada recomenda-se a utilizacdo de aparelho de
ar-condicionado para resfriar o ambiente.

- Nao deve haver qualquer tipo de corrente de ar
até mesmo de respiracdo forte do operador no
momento da captura do corte para montagem na
lamina.

Coloracéo

E a técnica tintorial efetuada por processos fisico-
quimicos e empregada para facilitar o estudo dos
tecidos sob microscopia, sendo de importancia
fundamental em histologia, pois os tecidos nao
tratados tém pouca diferenciacao 6ptica. Os
corantes mais comumente empregados nas
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coloracdes para histologia ovariana e oocitéria

sdo a hematoxilina e a eosina (VENDOLA et al.,
1999; NILSSON; SKINNER, 2002). A hematoxilina
cora em azul ou violeta o nucleo das células e
outras estruturas acidas tais como porcoes do
citoplasma ricas em RNA. A eosina, por outro lado,
cora o citoplasma e o coldgeno em cor-de-rosa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Material:

- Estufa, croné6metro, capela de exaustao de gases,
cuba para coloragdo com ranhuras, funil, alcool
etilico a 100%, 95% e 70%, eosina (20 g eosina
+ 100 mL agua destilada), hematoxilina de Harris
conforme orientacdes descritas por Caputo et al.
(2010), éalcool-acido (1 mL de acido cloridrico +
99 mL de alcool 70%), xilol, 4gua destilada, luvas
térmicas, parafina histolégica com ponto de fusdo
entre 58°C e 60°C, laminula de 24 mm x 50 mm,
substancia adesiva (Entellan® - solucdo livre de
agua a base de tolueno e xilol), pipeta de Pasteur
descartavel e, papel toalha.

Procedimento:

1. Organize as laminas nas ranhuras da cuba e
leve-as para a estufa a 70 °C por aproximadamente
30 minutos, ou até que a parafina esteja
completamente derretida (Figura 5A).

. | C
Figura 5. Procedimento de coloracdo dos fragmentos de
tecido montados sobre laminas para histologia. (A) Lamina
com parafina derretida. (B) La&mina com substancia adesiva
(Entellan®). (C) Laminula sobre a lamina. (D) Lamina corada e
finalizada.

2. Organize a capela de exaustdo de gases com
os reagentes e solucdes a serem utilizados, na
seguinte ordem: xilol (12 banho), xilol (22 banho),
alcool 100% (12 banho), alcool 95% (12 banho),

Fotos: Marcio Calixto Matias e Valesca Barreto Luz
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alcool 70%, hematoxilina, alcool-acido, eosina,
agua destilada, alcool 95% (2° banho), alcool
100% (2° banho), alcool 100% (32 banho), alcool
100% + xilol (1:1), xilol (32 banho), xilol (42
banho).

3. Com auxilio de luva térmica retire a cuba com as
laminas da estufa e leve para a capela de exaustao
de gases.

4. Coloque o xilol (12 banho) na cuba pela lateral
até cobrir as laminas de forma lenta para que o
fragmento de ovario ndo se desprenda. Deixe o xilol
agir por 10 minutos e depois o devolva para seu
frasco com auxilio do funil.

5. Repita as instrucdes do item anterior para o xilol
(2° banho).

6. Coloque o alcool 100% (12 banho)
cuidadosamente na cuba pela lateral até cobrir as
laminas. Deixe o alcool agir por 3 minutos e depois
o devolva para o seu frasco com auxilio do funil.

7. Repita as instrucdes do item anterior para o
alcool 95% (1° banho) e o alcool 70%.

8. Preencha a cuba com &gua corrente deixe em
repouso por 3 minutos e em seguida descarte a
agua.

9. Coloque cuidadosamente a hematoxilina na cuba
pela lateral até cobrir as laminas, deixe agir por 2
minutos e a devolva para o seu frasco com auxilio
do funil.

10. Coloque cuidadosamente o alcool-acido na
cuba pela lateral até cobrir as laminas, removendo-o
logo em seguida e devolvendo-o para o seu frasco
com auxilio do funil.

11. Preencha e realize a lavagem da cuba com &gua
corrente por 10 minutos. O fluxo de dgua deve

ser continuo e fraco, sem deixar que o material se
desprenda da lamina. Em seguida, descarte a agua.

12. Coloque a eosina na cuba até cobrir
completamente as laminas, deixe agir por 35
segundos e devolva para o seu frasco com auxilio
do funil.

13. Preencha a cuba com agua destilada e descarte
a agua em seguida.

14. Coloque cuidadosamente o alcool 95% (2°
banho) na cuba pela lateral até cobrir as laminas e
remova-o logo em seguida devolvendo-o para o seu
frasco com auxilio do funil.

15. Repita as instrucdes do item anterior para o
alcool 100% (12 banho).

16. Coloque cuidadosamente o alcool 100% (3°
banho) na cuba pela lateral até cobrir as laminas,
deixe agir por 2 minutos e devolva-o para o seu

frasco com auxilio do funil.

17. Repita as instrucdes do item anterior para o
alcool 100% + xilol.

18. Lave o funil com agua corrente e o seque com
papel toalha.

19. Coloque cuidadosamente o xilol (32 banho) na
cuba pela lateral até cobrir as laminas, deixe agir

por 3 minutos e devolva-o para o seu frasco com

auxilio do funil.

20. Coloque cuidadosamente o xilol (42 banho) na
cuba pela lateral até cobrir as laminas, deixe agir
por 2 minutos e, entdo, devolva-o para o seu frasco
com auxilio do funil.

21. Inicie a montagem das laminas deixando-as no
xilol (4° banho) até finalizacdo do processo.

22. Com auxilio de uma pinca, retire a lamina da
cuba escorrendo o excesso do xilol e, deite-a sobre
um papel toalha.

23. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur
descartavel, goteje trés gotas da substancia adesiva
(Entellan®) diretamente na superficie da ldamina

que contém o fragmento ovariano e que esta sua
identificacdo (Figura 5B).

24. Coloque a laminula sobre a lamina. No caso de
formacao de bolhas de ar, pressione levemente a
laminula com auxilio de uma pinca (Figura 5C).

25. Deixe as laminas dentro da capela de exaustao
por no minimo 2 horas antes de iniciar a sua
leitura para que o xilol presente nas laminas seja
evaporado e o seu odor forte ndo cause nauseas a
quem esta lendo as laminas (Figura 5D).

26. Verifique a qualidade da coloracdo das
estruturas (Figuras 6A e 6B).
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Figura 6. Tecido ovariano corado por hematoxilina-eosina (HE).
(A) Foliculos de transicdo normais: TN. (B) Foliculo primério
degenerado (PD), apresentando retracdo odcitaria (RO), ao lado
de foliculo de transicdo normal (TN).



Recomendacoes:

- O ambiente que sera feito o procedimento nao
deve, preferencialmente, estar refrigerado com ar-
condicionado ou com ventilagdo intensa.

- Nunca colocar laminas a mais do que a
capacidade de cada cuba para ndo prejudicar a sua
manipulacao.

- As luvas usadas pelo operador devem ser brancas.

Luvas de outras coloragcées costumam turvar o xilol
apds o contato.

- Sempre que lavar o funil enxuga-lo bem nao
deixando resquicios de agua, pois o contato da
agua com o xilol prejudica suas propriedades. De
preferéncia tenha pelo menos trés funis, um para
auxiliar as etapas com élcool, outro para o xilol e
outro para os corantes.

- E fundamental que, durante a coloracdo, seja
obedecida a sequéncia de banhos na qual as
substancias foram organizadas na capela de
exaustao, para nao comprometer a qualidade da
coloracao histolégica. Por exemplo, nao utilizar
substancias de 2° banho no 4° banho e vice-versa.

Consideracdes Finais

O protocolo histolégico de ovarios descrito
detalhadamente nesta publicacdo promoveu uma
melhoria nos procedimentos laboratoriais para
caracterizacdo de tecidos ovarianos de animais
sendo aplicado nas atividades de conservacéo in
situ e ex situ de ovinos Santa Inés e na agregacao
de valores a este recurso genético a exemplo da
caracterizacdo dos ovinos da genética FecG~. As
informacoes presentes nesta publicacdo permitem
que o processamento histolégico de tecido
ovariano seja facilmente replicado. O conteldo
técnico compilado neste documento pode ajudar
outras equipes de trabalho que estao iniciando as
atividades com histologia a estabelecerem seus
préprios protocolos a fim de produzir [aminas

de qualidade que, consequentemente, permitam
leituras claras que gerem interpretacdes fidedignas
e confiaveis.

Protocolo para Caracterizacdo Histolégica do Ovaério de Ovinos
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Anexo |

Procedimento para montar a forminha de papel para armazenar os blocos de parafina
1. Seguindo as instrucdes baseadas na Figura 1, imprima a Figura 2 em papel sulfite e recorte as figuras.
Dobre a face A e C no sentido das suas respectivas setas em direcdao ao centro.

Dobre a face B e D no sentido das suas respectivas setas em direcdo ao centro.

Bowon

Dobre as extremidades por ordem numérica nas linhas, formando um cubo com 4 pontas (numeradas),
linha 1 (entre a face D e A), linha 2 (entre as faces A e B), linha 3 (entre a face B e C), linha 4 (entre a
face C e D).

5. Dobre as pontas 1 e 2 para tras da face A e as pontas 3 e 4 para tras da face C.

A

Marcio Calixto Matias

llustracéo:

D CENTRO B

C

Figura 1. Modelo para confeccdo da forminha de papel para
processamento histolégico de ovarios.
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Al

llustracdo: Marcio Calixto Matias

CENTRO

CENTRO

CENTRO

CENTRO

CENTRO

c|

CENTRO

c|

Figura 2. Folha para impressdo e confeccdo das forminhas de papel para processamento histoldgico de
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Anexo Il

Tabela 1. Sequéncia do processamento histolégico para ser impressa e colada ao lado da capela de exaustao

de gases.

1 Fixacdo Carnoy 12 horas

2 Alcool Etilico 70% Minimo 24 horas

3 Alcool Etilico 80% 1 hora

4 Alcool Etilico 95% 1 hora
Desidratacao

5 Alcool Etilico 100% (12 banho) 1 hora

6 Alcool Etilico100% (2° banho) 1 hora

7 Alcool Etilico 100% (32 banho) 1 hora

8 Xilol (12 banho) 1 hora
Diafanizacao

9 Xilol (2° banho) 1 hora

10 Parafina (1° banho) 1 hora
Impregnacéao

11 Parafina (2°banho) 1 hora

12 Inclusao Parafina
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