Métodos de estudos

Inclusao em resina — LEICA HISTORESIN Embedding
Kit — (2-Hydroxyethyl)-methacrylate e dibenzolperoxido

Microtomia — Microtomo automatico Leica — cortes de
0,5 — 2um.

COLORACAO

Corantes — sao moléculas organicas insaturadas, ou
seja, sao compostos carbonados que apresentam em sua
estrutura ligacOes as quais interagem com a luz dotando
0s corpos de capacidade absortivas.
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Micrétomo

Manual

MICROTOMO ROTATIVO

Automatico
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* Corantes basicos ou catiénicos (+)

* Liga-se a moléculas carregadas (-)

— Ex: nucleo — DNA e RNA
* Citoplasma — proteinas e carboidratos

« BASOFILIA — a estrutura corada é BASOFILA
* Ex: Azul de Metileno, Azul de Toluidina

Corantes acidos ou aniénicos (-)

Liga-se a moléculas carregadas (+)
- EXx: citoplasma e nucleo — proteinas com carga (+)

- ACIDOFILIA — a estrutura corada é ACIDOFILA
Ex: Xylidine Ponceau
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* Gru PO cromoforico — regiao do corante a qual

contem as duplas e triplas ligacoes e que captam a
energia luminosa.

* Métodos de coloracao

* Métodos gerais de coloracao — permite a coloracao
de um amplo conjunto de substratos nao havendo uma
forma de quantificar os campos corados.

— Ex: hematoxilina/eosina e Giensa

— HE — Hematoxilina (+) — substratos (-) — fosfato do DNA e
RNA — cora em roxo o nucleo e certas regides do citoplasma.

— Eosina (-) — cora citoplasma tonalidade rosea, atua sobre as
fibras do colageno.
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Plasmocito

Nucleo do ,
fibrocito Nucleo do
fibracito

Dra. Maria Izabel Gallao



* Giensa — empregado na coloragcao de cromossomos
e celulas do sangue.

* Azul Il - age sobre o nucleo e granulos citoplasmaticos.
* Eosina amarela (-) — citoplasma.
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» Esfregaco sanguineo

Linfocito

Hemacea

Monocito
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* Caridtipo

—>Cromossomos
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Metodos citoquimicos de coloracao

* Sao aqueles que se apresentam altamente
especificos para os seus substratos, havendo
tecnica que permitem a quantificacao destes
substratos apos a coloracao.

* Ex: Azul de Toluidina, Xilydine Ponceau e
Reativo de Schiff
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* Azul de Toluidina

* Corante basico (+) cora substratos com
grupamentos acidos (-).
* fosfatos do DNA e RNA.

* Carboxila e sulfato — presentes nos

polissacarideos acidos.
» Acidos hialurénico e o condroitino sulfato.

* Significado quimico do corante — altera-
se em funcao do pH.
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* pH 4,0 — 3 radicais mostram-se corados.

* pH 3,5 — apenas os grupamentos sulfato
e fosfatos.

* pH 1,0 — somente os sulfatos.
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Estrutura do Azul de Toluidina

H;N AH.

Metacromasia — a estrutura apresenta uma
tonalidade rosea-avermelhada embora a cor
do corante seja azul.
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Juca

Caesalpinia ferrea

Nucleo e nucléolo
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—Parede Celular

Mucuna sloaney
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Xilydine Ponceau

* Corante acido (-) cora substratos com
grupamentos acidos (+).

* Proteinas citoplasmaticas e dependendo do pH
proteinas nucleares.
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Parede Celular
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Reativo de Schiff

* Reacao de Feulgen — deteccao de DNA

* Reacao do PAS — polissacarideos
neutros e acidos e radicais glicidicos de
glicoproteinas — glicogénio e
glicoproteinas.
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* Um pre tratamento determina a
especificidade da coloracao quando se
utiliza o Reativo de Schiff.

* Reacao de Feulgen — hidrdlise acida com
HCI.

* Reacao do PAS — oxidacao com o acido
periddico.
* Reativo de Schiff € um leucoderivado

(leuco = branco) de um corante chamado
Fucsina Basica.
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Fucsina

Schiff — leucoderivado em presenca
de SO2 — metabissulfito de sddio
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1-2 glicol periédico Hl;ptura do grupo 1-2
glicol e producéo de
iHIOW aldeidos.

~ Acgucar oxidado — liberacdo de

Fiyura 15, Mecanismo da reagéo do PAS. O tratamento pelo 4cido perié-
dico promove, na molécula, de carboidrato neutro, uma ruptura na porcao
1-¢! glicol, produzindo aldeidos que reagem com o reativo de Schiff,

Fucsina
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~ grupamentos aldeideos

Ligagao com os radicais aldeidos
liberados na oxidacao



Reacao de Feulgen

* Ocorre em 2 etapas:

2. Hidrdlise acida — remocao das bases puricas
(A e G) — abertura da dupla hélice — hidrdlise
da ligacao das purinas com pentoses —
liberacao do grupamento ALDEIDO para reagir
com o Reativo de Schiff.

3. Os radicais aldeidos ligam-se ao reativo de
Schiff restaurando o grupamento cromoforico
da molécula, produzindo um composto corado.

Dra. Maria Izabel Gallao



Reacao do PAS (acido
periodico/Reativo de Schiff)

1. Oxidacao do material com acido
periodico producao de radicais aldeidos
nas moleculas de carboidrato.

3. Estes radicais aldeido vao se ligar ao
leucoerivado da Fucsina basica
restaurando o grupo cromoforico e
produzindo um composto corado.

Dra. Maria Izabel Gallao



Parede Celular
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Parede Celular
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