Técnicas histologicas

Profa Simone Marcuzzo

Histologia

» Estudo da estrutura e inter-relacao dos
constituintes teciduais de um organismo

e Células e material extracelular

» Tecidos




Macroscopia e microscopia

b 4

Anatomia Histologia

Mikro = pequeno

Skopein = examinar

Histologia
* Problemas
— Dimensao
— Transparéncia
» Solugoes

— Microscopios
— Coloragodes




Microscopia optica (resolucao
0,2 um; aumento 1000-1500
X)

» Microscopia de luz
» Microscopia confocal
» Microscopia de fluorescéncia

Microscopia eletronica
(resolucéo 0,1 nm; aumento
120000 x)

» Microscopia eletronica de transmissao
» Microscopia eletronica de varredura




Figura 9.3 A flexibilidade do citoesqueleto é aparente neste
fibroblasto de camundongo que estd migrando em um 4ngulo
de 90° em uma laminula. Barra, 30 Um. (DE GUENTER ALBRECHT-
HLER, INT. REV. CyTOL. 120:211, 1990.)
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Figura — Tyrophagus putrescentiae {Acari: Astigmata) predando Aedes
sp. (Diptera: Culicidael. A: dcaro no abdome de Ae. aegypti barra 25
um, aumento 800 X. B: dcaro na perna de Ae. albopictus, barra 70 um,
aumento 300 X. C: dcaro sobre o escudo de Ae. albopictus, barra 70
pm, aumento 300 X. D: dcaro no olho de Ae. albopictus, barra 40 pm,
aumento 500 X.




Preparo das laminas

1. Fixacao

- prevencao de autdlise e atague bacteriano

- preservar a estrutura e composicao das
moléculas dos tecidos

- permite uma coloracéo adequada
- endurecimento do material

Fixadores

» Reacéo principal: estabilizac&o das ptns
— Ligacao cruzada entre as ptns (ptns sollaveis

fixadas as ptns estruturais — gel) — relacdes
se mantém.

o Aditivos

— Aditivos se incorporam aos tecidos. A ]
diminui, pois vai sendo irreversivelmente
incorporado ao tecido




e Imersao
e Perfusao

Fixadores




Imersao

Perfusao

salina

Bomba de
Perfusio




2. Processamento

Processamento
(desidratacao,
diafanizacdo ou
clarificacéo e
emblocamento em
parafina)

4. Preparing Specimens
for Sectioning

Mold with Specimen  Paraffin Black Trimmed
in Malted Paraffin Remaoved from Mold  Block

3. Microtomia

4. Sectipning with Microtome




Tissue
Steel knife

Montagem dos cortes

4. Straightening Section
om Waterbath

Secagem dos corte




4. Coloracéo

Hematoxilina e eosina (HE)

-hidratar os cortes

- hematoxilina de Mayer 8 min

- deixar os corte em agua da torneira

por 20 min

- eosina 0,5% 30 seg

- desidratar em sol de &lcoois crescentes
- diafanizar xilol

- cobrir com balsamo e laminulas







Hematoxilina e eosina (HE)

CAJAL, 1899

Nobel de Fisiologia e Medicina em 1906




Cortes

- Perfuséo

-Vibr&omo (cortes coronais
de 200um);

-Dicromato de pdassio 3%
por 24h;
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» Lavados emégua destilad
colocados em lamulas
“sandiches;

« Nitrato de prata (1,5%);




» Lavados em agua
destilada;

« Montados em
laminas, cobertos
com balsamo do
Canada e laminulas.

Nissl

» Os corpusculos de Nissl ou granulos de Nissl
ou também denominada substancia cromofila

sao acumulacoes , que se encontram
no de células nervosas. Recebem
este nome devido a , heurdlogo

(1860-1919).

» Estes granulos sao
(com ) e sao locais de




Coloracgéo de Nissl — Cresil Violeta

Cresil VIOIBta PO .....oiveeeeiieeie et 0,19

Agua deioniZada ............ccovveeeeeeeereieiereeeeeeereee s 100ml
Misturar bem e filtrar. Adicionar 15 gotas de acido acético a 10%.
Procedimento:

Desparafinar os cortes, ou hidrata-los se forem cortes em vibratomo.

Adquecer o cresil violeta em estufa a 60C por 10 m inutos, na cuba onde seréo colocadas as
laminas.

Colocar poucas laminas de cada vez (5 no maximo) no corante e levar novamente a estufa por 5
a 10 minutos (ficam fortemente corados).

Para diferenciacdo e montagem:

Alcool 96% com 6 gotas de acido acético: colocar as laminas para diferenciacéo da cor, 5 a 10
segundos ou até alcangar a cor adequada. Olhar em microscopio. Este processo deve ser rapido
para n&o ressecar os cortes. N&o descorar demais nesta etapa porque havera descoloragéo nas
préximas.

Alcool 96% puro: deixar as laminas por alguns segundos observando sempre a coloragéo.
Alcool 96%: mesmo procedimento.

Alcool 100%: para desidratar. Mesmo cuidado que antes.

Alcool 100%: idem.

Os préximos passos devem ser realizados na capela:

Levar a Gltima cuba de alcool 100% para capela para montagem da lamina.

Secar bem a lamina com papel absorvente, sem esfregar e colocar na cuba com toluol. Deixar
poucos sedgundOSJ)ara nao desidratar demais. Passar sempre uma |amina de cada vez para o
toluol, as demais deixar no alcool. Usar resina Damar diluida (bem liquida) em toluol. Pingar de 2
a 3 gotas sobre a lamina e montar com laminula. Deixar secar por 2 a 3 dias.




Microscopia eletronica

Perfuséo: paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 1,5%, diluidos em
tampéo fosfato 0,1 M (pH=7,4

Lavagem PBS 30 min (3X)

Pés-fixagdo em 0sO4 1% 1
hora

Lavagem PBS 15 min (3X)
Desidratacgéo:

Alcool 50% 5 min (2X)
Alcool 70% 10 min (2X)
Alcool 96% 20 min (2X)

Alcool 100% 20 min (2X)

» Imersao em 6xido de propileno
5 min

¢ Imersdo em oOxido de propileno
+ DURCUPAN 10 min
¢ DURCUPAN 24 hs (vacuo)

¢ Polimerizacdo em laminas
cobertas com DURCUPAN
em estufa 60C 48 hs




- Cortes semifinos, montados em laminas

- Corados com azul de toluidina 1% diluido em tetraborato
de sodio 1%

- Analisados no microscopio optico







Imunoistoquimica
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© o complejo PAP
2° anticuerpo

1er anticuerpo 1er anticuerpo
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Fig. 5.- Peroxidasa-antiperoxidasa. Unién de las tres capas: anticuerpo primario, secundario y
complejo PAP.

M. A. Peinado, J. A. Pedrosa; J. Rodrigo (Eds,)
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Fig. 8.- Doble marcaje usando inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa.

3) Incubar en la segunda capa conjugada a fluoresceina, correspondiente a uno de los
anticuerpos primarios usados como primera capa.

4) Lavar en TFS.

5) Montar en glicerina/TFS y fotografiar las zonas de interés.




Interpretacao




Red tlocd cells
nhe lumen

Fatracleus of |
an ardotheial |
all

&
R e
Simple squamous epithelium (endothelium)

“Thirens lning o al oo vesssis consists of & single Fayes of Squamoes The tinvisss ol
ks relacts s primary funtion i rapd rxchang ol substances between blaod and lissue:

A similer epithelum (coted i plesira

Simpla cuboidal epithelium fcollacting tubule, kidney)

“Thainne liing of ilney tubales: and thyrokd olcles canists of & single layer of cubal cels. Ciboidat oals are highly polasized and
parlicipate in Bsorpion. secreon (1hyruid gland), end acive fon ranspor fedney)

L R ot e M e Bosire

Simgle columiat epitelum

‘Shmple colummnar epithelium (small intestine)
thecall :

prafactions called microvilli forming & brush border.

and lipids which are retaased af tha basolataeal domain o the blood dieulition for

teanspart o the liver,
Columnar-gelts sre oriened i diflaren dirctions. The bor indieates.duisters of nodel absarved in & transverse section of the colmasr
A tansverss sect irg through i i ithoutvsitle |
) !

Morfologia celular




Vi, 4.13 Secgdo de uma veia. Todos os vasos sanguineos sao re-  Fig. 4.14 O epitélio simples pavimentoso que reveste as grandes
Vestidos por um epitélio simples pavimentoso chamado endoté-  cavidades do corpo (pleura, peritonio, pericardio) é chamado me-
{iiy (setas). Pararrosanilina-toluidina. Aumento médio. sotélio (setas). Pararrosanilina-toluidina. Aumento médio.




Fig. 10.29 Fotomicrografia de células musculares lisas em corte transversal (acima) e em corte longitudinal (embaixo). Notar que os
nucleos se localizam no centro das células. Os nuicleos de muitas células nio foram incluidos no corte. Coloragiio pela pararrosani-
lina e azul-de-toluidina. Aumento médio.




Fig. 9.18 Corte do cortex cerebral impregnado pela prata, mos-
trando muites neur énics de forma piramidal, ssus prelongamen-
tos e algumas células da neuroglia. Aumento médie.
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| Tecido Matriz Extracelular Fungdes Principais

:Narvoso Nenhuma Transmissdo de impulsos nervosos

Epitelial V Pequena quantidade Revestimento da superficie ou de cavidades
do corpo, secregao

Muscular Células aj’érfg ’ fets o Quantidade moderada Movimento

Conjuntivo Varios ?tiﬁos de ase Abundante Apoio e protegao

migratérias
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