Construcao de um micr 6tomo de congelamento a partir da
adaptacéo de um microtomo de par afina
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ABSTRACT

A microtome for frozen sections was developed using the facilities and equipment available in our country. The
requirements for making it were: 1) fast frozen of the tissue, 2) easy histological procedure, 3) no necessity of long
period for preparation of the tissue for histological procedure, and 4) low cost for making. This study shows results
obtained by using the microtome for frozen sections of brain of rats.
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INTRODUCAO

Experimentos que utilizam, para o0
procedimento histoldgico, a técnica de inclusdo
em parafina, requerem um periodo longo de
processamento da pega até sua andise fina
(Michalany, 1980).

Muitas vezes, ha necessidade de se fazer um
acompanhamento  histol6gico  durante o
decorrer do experimento, principamente no
caso de cirurgias esterectaxicas em animais
experimentais, onde a avaliagdo do local de
manipulagdo no cérebro é fundamental (Zaia,
1984; Zaia, 1991; Zaia et al., 1987; Zaia et al.,
1997). A utilizag&o da técnica de inclusdo em
parafina torna impossivel este tipo de
monitorizacdo, pois tal procedimento é
demorado, apresentando muitas etapas, e
levando muitas vezes até 10 dias para o
processamento total do material a ser analisado,
no entanto,b com um microtomo de
congelamento seriam necessarios no maximo
15 minutos (Akabayashi et al., 1993
Akabayashi et al., 1994, Akabayashi et al.,
1994).

A necessidade de uma técnica mais rgpida e as
dificuldades na aquisicdo de um equipamento
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adequado, estimularam o desenvolvimento da
adaptacdo de um micrétomo de parafina em um
micrétomo de congelamento. O presente
trabalho teve, portanto, como objetivo construir
um sistema de congelamento para ser adaptado
em um micrétomo de parafina, utilizando pegas
de baixo custo disponiveis no mercado
nacional. Este equipamento foi testado
utilizando cérebros frescos ou deixados por 24
horas em formol 4%, cérebros estes obtidos de
ratos submetidos a implantagdo de canula para
microinjecdo de drogas no hipotédlamo.

MATERIAISE METODOS

A partir de um micrétomo de parafina fez-se
uma adaptacdo para obter-se um micrétomo de
congelamento. A adaptacéo foi feita de forma a
permitir que a base-suporte do micrétomo de
parafina  pudesse ser congelada ou
descongel ada rapidamente.

Pecas utilizadas para a construgcdo do
sistema de congelamento: Foi utilizado um
micrétomo de parafina cuja base-suporte, para
sustentacdo do bloco de parafing, foi
modificado fazendo-se uma conexd com a



tubulacdo por onde passa 0 gés de refrigeracdo
(Fig. 1, Fig. 2). Utilizou-se, também, um
compressor de geladeira de 1/8 HP, um
condensador 1/8, um micromotor 1/25, gas
freon-12, duas vévulas solendides com entrada
e saida de 1/4, um pressostato de baixa, uma
chave magiros de trés posicbes, uma chave
magiros de duas posi¢des, 3 [dmpadas de neon
tipo olho de boi, um condensador eletrolitico de
145q (175 pfaradeis x 160q, 160 volts).

Funcionamento do sistema de congelamento:
O gés freon € bombeado através do compressor
de 1/8 HP, para o condensador de aletas de 1/8,
ocorrendo o resfriamento do gas, em seguida
passa pelo filtro de gés para a remocdo de
umidade contida no mesmo, seguindo ent&o
para a valvula solenGide "congela’, que estara
ligada dando passagem para 0 gés; em seguida

0 gés é forcado a passar pelo tubo de 2 mm
"capilar", seguindo entdo para o congelador
instalado no micr6tomo; no congelador, o gés
sofre uma descompressdo, pela passagem do
tubo de 2 mm para o tubo de 6 mm, resultando
em resfriamento, em seguida, retorna ao
compressor para o inicio de um novo ciclo (Fig.
le2B).

Funcionamento do sistema de
descongelamento: O gas é bombeado pelo
compressor, seguindo para 0 solendide de
descongelamento, que estara ligado e dando
passsgem para O g@gas (solendide de
congelamento estara fechado); o gas segue para
0 congelador instalado no micrétomo, gerando
calor dando a condicdo de descongelamento,
em seguida retorna para o compressor repetindo
ociclo (Fig.1).
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Fig. 1. Esqguema em blocos do sistema de congelamento/descongel amento para adaptacdo em micrétomo
de parafina.

Animais. Como teste deste aparelho, foram
utilizados ratos adultos, Wistar, machos,
pesando entre 250 e 300 g, que foram
submetidos a cirurgia estereotaxica, onde a
canulafoi implantada no nicleo paraventricular
do hipotdlamo (PVN), sendo as coordenadas

estereotaxicas (AP=6,8; H=8,9; e L=0,4)
baseadas em atlas de Paxinos e Watson (1986).
ApoGs a cirurgia, os animais foram mantidos em
gaiolas individuais para posterior microinjecéo
de drogas.



Figura 2. Micrétomo de congelamento adaptado. A. Sistema de congelamento conectado a micr6tomo
de parafina. B. Vistainterna do sistema de congelamento e conexdo com base-suporte. C. Base-suporte
com cérebro fixado por congelamento.

Procedimento para obtencéo do cérebro: Os
animais, ap06s as microinjegdes, foram
sacrificados por decapitacdo; o cérebro foi
rapidamente removido e imediatamente
colocado em solucdo de formaina 4%. Em
seguida 0 mesmo foi colocado em uma matriz
de cérebro e as estruturas nervosas posteriores
foram removidas através de um corte na
posicao mesencefalica. Com este procedimento,
obteve-se uma superficie plana e simétrica,
necessaria para posicionamento do cérebro na
base suporte do micrétomo (Fig. 2C).

Corte do cérebro: Utilizando o aparelho
descrito neste estudo, os cérebros foram entdo
submetidos a microtomia. Para tal, um pequeno
pedaco de papel filtro embebido em salina
(0,9%) foi colocado na base-suporte do
micrétomo, o cérebro foi posicionado sobre o
papel e sdina foi gotgada sobre o mesmo
(Palkovits, 1973). Com o resfriamento da base-
suporte (até -6°C) e o gotgjamento de salina
sobre o cérebro, rapidamente o mesmo foi
fixado e congelado (Fig. 2A, Fig. 2C). Fatias de
40 pm foram entdo obtidas.



RESULTADOSE DISCUSSAO

Com este aparelho obteve-se um resfriamento
de até -6°C da base-suporte, 0 que permitiu a
fixacdo do cérebro com solucdo salina;, esta
temperatura foi suficiente para obtencdo de
rapido congelamento (Fig. 2C) da peca (3
minutos para 2 g de tecido cerebral) e cortes
congelados com a espessura de 40 um.

O presente aparelho mostrou ser de simples
confecgdo, baixo custo e fécil utilizagdo
fornecendo cortes histolégicos de boa
gualidade. Através da construcdo deste
aparelho, foi possivel tornar mais rapido o
trabalho de processamento de tecidos para
andlise histolégica. Portanto, o referido
aparelho atende as necessidades pretendidas
podendo ser usado em histologia a fresco e esta
sendo utilizado por docentes pesquisadores e
estagiarios do laboratério de Neuroendécrino
do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Estadual de Londrina.

CONCLUSAO

O presente aparelho mostrou ser de simples
confecgdo, baixo custo e fécil utilizagdo
fornecendo cortes histolégicos de boa
qgualidade. Através da construcdo deste
aparelho, foi possivel tornar mais rapido o
trabalho de processamento do tecido para
andise histolégica. Portanto, o referido
aparelho atende as exigéncias requeridas
podendo ser usado em histologia a fresco.
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