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Introducción a la Histología y Microscopía
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Histología: Rama de biología que estudia todo lo relacionado con los tejidos orgánicos en su estructura microscópica, su desarrollo y sus funciones. ➢ Año 1600: Primeras investigaciones histológicas. ➢ Marcelo Malpighi: Fundador de la histología. ➢ Año 1665: Robert Hooke, inventó el Microscopio Compuesto y descubre que el tejido vegetal se constituye de pequeñas cámaras (células). ➢ Ciencias relacionadas con la histología: Anatomía, fisiología, biología, citología, bioquímica, patología y oncología. Preparación de tejidos para la microscopia óptica: 1.



Toma de la muestra: Extirpación de pequeños fragmentos de tejidos, que se pueden obtener de individuos vivos (Biopsia) o muertos (Necropsia).



2.



Fijación: Se suele utilizar Formalina, ya que interrumpe los procesos de degradación o lisis celular (muerte celular), y conserva la arquitectura del tejido.



3.



Deshidratación: Se elimina el agua del tejido, para luego impregnarlo con Alcohol Etílico en concentraciones crecientes.



4.



Aclaramiento: Sustitución del agente deshidratante por una sustancia miscible (Xilol), que lo pondrá transparente.



5.



Inclusión en Parafina: Rellenar o infiltrar completamente el tejido con el medio de inclusión. Se realiza mediante baños sucesivos en parafina fundida.



6.



Preparación del taco o bloque de tejido: Obtención de un bloque solido de tejido incluido.
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Corte y Montaje: Corte de bloque realizado con un micrótomo que posee una cuchilla de acero. (Rebanadora). Colocar los cortes sobre los portaobjetos cubiertos o untados con albumina o gelatina.



8.



Desparafinación e hidratación: Se quita la parafina con el xilol, y luego se hidrata usando agua destilada.



9.



Coloración:



Entre



los



colorantes



más



usados



tenemos



Hematocilina-Eosina. Proporciona contraste al tejido para ser estudiado al microscopio óptico. 10.



Preparación final del corte histológico procesado: Se hidrata otra vez y se le agrega xilol para volver aclararlo.



Propiedades de los tejidos •



Acidofilia: Base con afinidad por el ácido.



•



Basofilia: Ácido con afinidad por la base.



•



Metacromasia: Cuando cambia el color del colorante.



•



Ortocromasia: Cuando permanece del mismo color.



Propiedades de los colorantes •



Colorantes



básicos



o



catiónicos:



La



Hematocilina



es



considerada un colorante básico, pero no pertenece a esta clasificación,



tiene



muchas



características



o



propiedades



similares a los básicos. Sin embargo es uno de los colorantes más usados en el área de la histología. Ejemplos: Verde de metilo, Azul de metileno, Pironina G, Azul de toluidina. •



Colorantes Ácidos o aniónicos: Ejemplos: Eosina, Fucsina ácida, Azul de anilina, Naranja G.



•



Colorantes



metacromáticos:



Colorean



de



un



color



inesperado. Ejemplos: Azul de toluidina, que se verá morado.
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Colorantes



Indiferentes:



No



poseen



ningún



carácter,



simplemente impregnan NO colorean. Ejemplo: Impregnación de plata o Nitrato de plata.



Microscopía: Es la base de la histología, se da a través del uso de un microscopio, que es un instrumento que aumenta el tamaño de una imagen y permite ver mayores detalles. Microscopio óptico ✓ De campo claro •



Partes Mecánicas: ➢ Cabeza o cabezal ➢ Brazo ➢ Revolver ➢ Platina ➢ Carro ➢ Tornillos Macro y Micrométricos ➢ Base



•



Partes Ópticas : ➢ Lámpara (foco) ➢ Condensador (Enfoca el haz de luz) ➢ Diafragma ➢ Lente Objetivo ( Recoge la luz que atraviesa la muestra) ➢ Oculares



“LA LENTE OCULAR AMPLIA LA IMAGEN OBTENIDA POR EL OBJETIVO MÁS NO AUMENTA EL PODER DE RESOLUCIÓN”
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Artefacto: Alteraciones visibles del tejido por fallas en algunas etapas de la técnica.



De campo Oscuro: No capta la luz directa proveniente de la fuente solo los rayos de luz refractados por la muestra penetran el objetivo, debido al condensador que ilumina de forma oblicua. ➢ En la investigación: Examinación de preparados radioautográficos. ➢ En la práctica clínica: Detección de cristales en la orina. De contraste de fase: Aumenta el contraste sin necesidad de teñir, por lo que ideal para estudiar células vivas, las partes oscuras de la imagen corresponden a las partes más densas. Tienen dos variaciones: ➢ Microscopio de interferencia: Permite cuantificar masa hística. ➢ Microscopio de interferencia diferencial: Propiedades de las superficies de las células y otras muestras. Fluorescencia: Se da a través de uso de técnicas especiales, y se utiliza para la detección de moléculas con fluorescencia natural. Utiliza luz UV que no se ve pero si se ve la fluorescencia. Confocal de barrido: Se da a través de uso de técnicas especiales. Tienen 2 lentes: objetivo y fototubo, da una muestra biológica en 3 dimensiones. ➢



Luz U.V: Utiliza lentes de cuarzo con una fuente de luz UV, y no se puede inspeccionar directamente a través del ocular porque esta luz no se ve y es dañina para los ojos.



➢



Luz polarizada: Se fundamenta en que las moléculas muy bien ordenadas pueden rotar el ángulo del plano en que vibra la luz polarizada.
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Microscopio Electrónico De transmisión (MET): 2D. Se utilizan cortes mucho más delgados; no utiliza luz directa sino chorros de electrones que permiten ver mejor las cosas y más grandes en una escala de grises, luego se colorea en la computadora. Preparación de tejidos para MET ➢



Toma de la muestra: Piezas de no más de 1mm3.



➢



Fijación: Glutataldehído, Paraformaldehído, Tetróxido de osmio, Permanganato.



➢



Aclaramiento: Oxido de propileno.



➢



Inclusión: Plástico (resina epoxis).



➢



Confección de los bloques y cortes: Se hace a través de un ultramicrotómo que tiene cuchillas de diamantes y hace cortes más finos.



➢



Montaje



➢



Coloración: Se utilizan materiales de gran densidad como los metales pesados. Colorantes: Osmio, Nitrato de uranilo, se empiezan a añadir en la fijación, dan una escala de grises.



De barrido (MEB): 3D. Superficie de la muestra se cubre con una película de oro carbono y se pone en un soporte de aluminio. Los electrones no penetran por lo que se ve sólo la superficie de la célula. De fuerza atómica (MFA): Topografía superficial con resolución molecular y anatómica, se da a través de la palpación de la superficie por una púa sostenida por un soporte. La muestra no necesita estar en el vacío también puede estar en el agua, lo que permite tener imágenes de células vivas en su medio circulante.
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Aumento (AM): Relación tamaño original del objeto en métodos lineales. AM: A del obj. A lente ocular. Ejemplo: Ocular: 10X; Objetivo: 40X AM



400AM



Poder de resolución: Equivale a la distancia minina en la cual se distinguen dos objetos. Es mayor mientras la longitud de onda sea menor.



ACTIVIDAD Cuestionario: 1- Escriba que es la célula y tipos de célula. 2- Funciones generales de la célula eucariota. 3-



Realizar un cuadro resumen de la morfología (forma y tamaño) de la célula animal.



4- Realizar un dibujo de los constituyentes de la célula eucariota. 5- Escriba que es el citoplasma y cuáles son sus componentes. Histología Práctica: 1- Dibujar un microscopio identificando sus partes ópticas y mecánicas. 2- Realizar un cuadro con la clasificación de los órganos. 3- Realizar un cuadro que contenga las unidades métricas microscópicas.



NOTA: Estudiar el contenido de esta guía, para complementar teóricamente lo visto en clases. Cualquier duda comuníquense 0412-8646111
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