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Histofisiologia Animal

Aula 2 — Tecnicas Histologicas



Técnicas Histologicas

Para analise em microscopia optica de
luz €& necessaria a preparacao
de laminas com corte de tecidos muito
finos.




| Passos para confeccdo de laminas

1. Coleta do Material

- — Partes de orgaos sao retiradas com
w«ﬂ auxilio de um bisturi, pinca ou lamina de
barbear;

— Nao é indicada a extracdo de porcoes
grandes (Ja que o objetivo € obter uma
camada fina para ser analisada em
microscopio optico)
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2. Fixacao do Material

— Consiste na utilizacdo de procedimentos

fisicos ou quimicos para Imobilizar as
substancias  constituintes  das celulas e
tecidos (fornecendo maior resisténcia para

suportar as demais etapas);

— Os agentes fixadores mais utilizados sao
o formol tamponado e o liquido de Bouin
(ambos fixam as proteinas, evitando sua

BR&SI!. degradacao).
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Passos para confeccao de laminas

3. Clivagem

— Consiste na fragmentacao do tecido em
pedacos menores.



£ 8 Passos para confeccdo de laminas

4. Descalcificacao

.\\.\\\-:;'-;» Retirada do calcio dos tecidos para poder
\\ \\~ ~ confeccionar as laminas.

\

- S80 usados acidos e EDTA (é o de escolha).




2l Passos para confeccao de laminas

5. Processamento

- Desidratacao

N — E retidado a quantidade de agua para poder
|mob|I|zar com a parafina.

- Diafanizacao

— E aclarificacdo utilizando o Xilol.




"“”1— Consiste na Impregnacao do tecido com
uma substancia  firme que  permita,

posteriormente, secciona-la em camadas
delgadas;
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— A parafina é a mais utilizada nesse
procedimento.
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7. Microtomia

. — Consiste em utilizar um micrétomo para
FALAS Obter cortes _SUC@SSiVOS, delga'd-oS €
uniformes, a partir de blocos de parafina

com pecas incluidas.

— Esse aparelho é formado por lamina (fixa

ou descartavel) de aco, afiada, em um
| braco ao qual se prende o bloco e que se
BRASIL  desloca verticalmente.
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: Tecnlca de Criomicrotomia

(Microtomia por Congelamento)

Geralmente utilizada em casos especificos (ex:
cortes urgentes — exames patologicos);

Aparelho utilizado : Micrétomo de Congelamento
ou Criostatos;

___Criostato — cortes sao mais finos
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Montagem da lamina histologica

.\ —Asfitas obtidas a partir do micrétomo sio
R transferidas para um banho-maria, Como o
auxilio de uma pinga, para serem

distendidas:

— A agua deve estar entre 3 a 8°C abaixo
do ponto de fusao da parafina utilizada,




Os cortes sao separados individualmente
em laminas de vidro;

As laminas sao colocadas em estufa a
i 60°C para secagem (1 a 24 hrs);




8. Coloracao

A maioria dos  preparados histologicos

observados nas aulas praticas sdo corados com
uma combinacao de 2 corantes: Hematoxilina &
Eosina (H.E.);

— A hematoxilina se comporta como um corante

basico e, assim, cora constituintes celulares e
Intercelulares acidos em cor roxo-azulado;

— A eosina se comporta como corante acido e,
assim, cora as estruturas acidofilas (ex:

NN colageno) em rosea-avermelhado
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Tricromico de Masson (% R

'f Corantes utilizados na rotina de

laboratorios
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—>cora nucleo de azul escuro:

—> citoplasma, queratina e musculo — vermelho;
—>Mucigénio e colageno — azul claro.
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Orceina

cora fibras elaticas de marrom
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Prata

Cora fibras reticulares de preto

astrocitos



ematoxilina férrica

Cora as estria¢des dos musculos, os nucleos
e 0s eritrocitos de preto.
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8l Passos para confeccdo de Iaminas

9. Selagem
— Usa a Goma de Damar e coloca a laminula

10. Observacao ao Microscopio
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1. Remogao do 2. Segmentagao do
tecido de animal tecido em pedagos

4. Desidratagao

-
@ 5. Inclusao
ﬁ a. Em parafina para a ML

b. Em plastico para a ME

~ 7. Montagem e coloragdo dos cortes
/ a. Sobre laminas de vidro para a ML

b. Sobre grades de redes metalicas 6. Microtomia
para a ME a. Com navalhas de ago para a ML

b. Com navalhas de vidro ou
diamante para a ME



