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LUCRAREA PRACTICA NR. II

METODELE DE STUDIU HISTOLOGIC

Preparatul histologic
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e Histologia este o ramura a stiintelor biologice care studiaza
morfologia, compozitia biochimica si functiile tesuturilor,
organelor si sistemelor organismului.

e Compartimente:
Citologia: care se ocupa de studiul celulel;
Histologia generala (tisologia): studiul tesuturilor;
Histologia speciala (organologia): studiul organelor:

e Legaturi:
Citologia -> Biologia celulara
Histopatologia (morfopatologia).
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|.Metode utilizate Tn practica histologica

e Coloratia uzuala — Hematoxilina-eozina
e Coloratiile speciale

e Examenul microscopic extemporaneu

e Coloratiile imunohistochimice

|l. Metode utilizate Tn cercetare

¢ Imunohistochimia;

* Imunofluorescenta.
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Norme de protectie:

e |_aborantii trebuie sa-si faca periodic o fisa de sanatate
cu control psihiatric deoarece lucreaza constant cu
substante periculoase( benzen, xilen, acizi anorganici);

e Depozitarea substantelor chimice: in dulapuri inchise,
sub stricta supraveghere cantitativa si calitativa; -pe
rafturi joase;

e Fumatul este interzis langa substantele inflamabile!
e Verificarea zilnica a temperaturii termostatului;
e Purtarea echipamentului de protectie adecvat;
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e Pentru a fi examinate la microscop, tesuturile sau celulele
sunt supuse unor operatii speciale de pregatire, realizandu-
se “preparatul histologic”.

® Preparatul histologic reprezinta un fragment de tesut sau
organ cu o grosime de cativa microni, lipit pe o lama de
sticla transparenta, colorat adecvat pentru studiul
microscopic.

LAMELE

LAMA LAMA CU PREPARAT

SIMPLA POLI-L-LISINE BLOC DE PARAFINA PERMANENT




e
* Preparatele histologice pot sa fie:

- proaspete (temporare Sau extemporanee)
- permanente.

e este reprezentat de un
fragment de tesut de mici dimensiuni, recoltat dintr-un organ
viu prin punctie-biopsie sau dintr-o piesa operatorie, asezat pe
lama port-obiect si acoperit de o lamela. Fragmentul de tesut
este suspendat intr-un lichid fiziologic (ser fiziologic, ser
glucozat, lichid cefalorahidian, plasma, lichid amniotic pentru
a prelungi durata de viata a celulelor.
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e In practica curenti preparatul extemporaneu se utilizeaza
cu precadere in serviciile de anatomie patologica, unde

fragmentul de tesut sau organ, proaspat recoltat prin
punctie-biopsie sau din piesa de exereza chirurgicala este
colorat cu “ ” pentru un diagnostic de

urgenta.

® Colorantii vitali pot fi:

- coloranti vitali acizi (electronegativi);
- coloranti vitali bazici (electopozitivi),
- coloranti vitali neutri (indiferenti).



o Colorantii vitali acizi sunt reprezentati de: albastru de

tripan, albastru pirol, rosu de Congo, rosu tripan, alizarina,
tusul de China, carminul litinat, argintul coloidal etc.

e Colorantii vitali acizi realizeaza solutii coloidale apoase
electronegative, fin granulare, pe care, celulele cu
capacitatea de coloidopexie le endociteaza. Celulele care au
aceasti capacitate sunt celulele sistemulul macrofagic.

e Coloidopexia sau atrocitoza este o proprietate numai a
celulel vii, de aceea colorantii vitali acizi se utilizeaza numai
in coloratiile supravitale (intravitale)- constau in injectarea
colorantului In mai multe doze animalului de experienta
Inca in viata (intraperitoneal sau subcutanat).



O/Colorantii vitali bazici cei mai utilizati sunt: albastru
de metilen, albastru de toluidind, metilen azur, rosu

neutru, verdele Janus, nigozina, albastru de Nill,
violet de metil, albastru de cresyl brilliant etc.

* Colorantii vitali neutri sau indiferenti sunt mai putin
reprezentati. Ei fac parte din grupa Sudan-ului si pot
fi utilizati pentru evidentierea incluziilor lipidice.



o - Se mai numeste i

preparat durabil. El permite un examen detaliat si de lunga
durata a unor celule tesuturi sau organe (ani sau zeci de

ani).
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Preparatul
histologic
permanent
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sectiune amprenta




o - este un preparat microscopic care reprezinta o picatura de
lichid organic, normal sau patologic (sange, limfa, lichid spermatic, lichid
de ascita, lichid pleural, lichid articular, puroi, secretia vaginala etc) care

se Intinde intr-o pelicula foarte fina pe suprafata unei lame de sticla si
care, dupa ce a fost fixat si colorat, se poate examina.

® In functie de stucturile pe care dorim sa le evidentiem se pot realiza
coloratii obisnuite sau coloratii speciale.

e Exemple:
-frotiul din sangele periferic

-maduva osoasa rosie (hematogena).

Coloratii:
-obisnuite (hematoxilina-eozina, tricromic) ;

-speciale tehnica May Griimwald Giemsa (coloratia panoptica a lui
Pappenheim).
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Frotiul de sange periferic
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o - se realizeaza prin aplicarea si usoara apasare
a unei structuri tisulare (de obicei a unei limfoganglion
sectionat, un fragment de splina, un fragment biopsic dintr-
un organ) pe o lama de sticla port obiect. Unele din celulele
libere ale parenchimului tisular vor ramane aderente de

lama de sticla. Preparatul astfel realizat se fixeaza si se
coloreaza.
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/ - reprezinta o cupa, o felie dintr-un tesut sau
organ cu grosimea de cativa microni (3-5 mm), prelucrata
In cursul unei tehnici speciale, numita tehnica histologica,
facand-o In final transparenta si apta de a fi examinata la
microscop.

o Sectiunea histologica este montata pe o lama de sticla
“port obiect” si acoperita cu o lamela cu ajutorul
balsamului de Canada sau alt mediu de acoperire.

LAMELE

LAMA LAMA CU PREPARAT

SIMPLA POLI-L-LISINE PERMANENT

BLOC DE PARAFINA
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/TEHNICA HISTOLOGICA are urmitorii timpi:

o - recoltarea pieselor sau fragmentelor din tesuturi sau
organe,

e - fixarea,

e - includerea

® - sectionarea

e - colorarea

® - montarea sectiunii



1. Re fpmevarea\/
'./col%area

| Obtinerea unor fragmente sau parti din tesuturi sau organe, se
realizeaza fie printr-un act operator important cand se obtin piese
operatorii, fie printar-un act operator mai redus cand obtinem un
fragment din organul sau tesutul respectiv de dimesiuni mai micli,

numit biopsie. Materialul astfel obtinut poarta numele de piesa
histologica.
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RECOLTAREA:

Se face cat mai curand dupa prelevarea probei;

Cu deosebita atentie pentru a nu modifica histoarhitectura
organului;

Se pot recolta piese de la necropii, fragmente de organ recoltate
Intraoperator si de la animalele de experienta;

PRELEVAREA:
Planul de sectiune trebuie orientat in functie de structura organului;
Trebuie sa tina cont de:
-orientarea sectiunilor histologice;
-gresimea si suprafetele sectiunilor;
-prezenta si intinderea leziunii;

-mentinerea raporturilor anatomice si histologice cat mai aproape
de starea ”in vivo”;



2. Fixarea

e Fixarea constituie operatiunea prin care piesa este conservata intr-0
substanta numita fixator §i care are ca rezultat mentinerea formei
structurilor si raporturilor pe care le au celulele tesuturilor si organelor

in timpul vietii. Trebuie realizata cat mai repede dupa recoltare;

e Exemple:
-solutie formol 10%b; « QOprirea proceselor vitale din
- acid acetic: celule si tesuturti;

* Impiedicarea alterarii
structurilor celulare si tisulare
scoase din organism prin

- acetona anhidra;
- acidul tricloracetic:

- alcool etilic 96%-100%; prevenirea fenomenelor de
- alcool metilic pur; autoliza;
- bicromat de potasiu sol. 2-4%; * Prevenirea alterarii structurale

ca urmare a unui atac baterian;
 Pregatirea celulelor si tesuturilor
pentru o colorare adecvata.

- acid osmic sol. 1-29%;



/B.Eixafea, decalcim

dure

* Piesele formate din tesuturi dure, impregnate cu saruri de calciu,
se fixeaza in totalitate (dinte, fragmente de os) sau se
fragmenteaza inainte de a fi supuse fixarii cu ajutorul unor freze,
realizandu-se piese cu grosimi de cativa milimetri.

o Dupa realizarea fixarii si aceste piese sunt spalate iar apoi
sunt decalcifiate.

e Decalcificarea se poate realiza prin procedee chimice sau
electrolitice.

* Decalcificarea chimica se poate realiza in:
e - acid tricloracetic solutie apoasa 5-10%o;
® - acid formic solutie apoasa 5%:;

® - acid azotic solutie apoasa 5%,

e - acid sulfuros solutie 5%;

® - citrat de amoniu solutie apoasa 5%:;

® -sarea disodica a acidului etilen diamintetracetic (EDTA) solutie
5,5%;

® - rasini schimbatoare de ioni etc.



\//

mderea - este operatiunea histologica prin care piesa
este impregnata si inglobata intr-o anumita substanta
solidificabila si care in final transforma piesa intr-un bloc
cu 0 consistenta omogena si crescuta ce permite sectionarea
la microtom fara a se sfarma si fara a deteriora structura
piesel.

o Substantele folosite pentru includere sunt: parafina,
celoidina, gelatina, amestecul parafina-celoidina, rasinile
sintetice.
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4. Includerea

e - deshidratarea,
e - clarificarea,

® - Impregnarea cu
parafina,

e - Includerea 1n bloc.
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5. Sectionarea

® Blocurile de parafina ce includ piesa se sectioneaza cu
ajutorul unui aparat numit microtom. Sectiunile
histologice, denumite si cupe, pot avea grosimi variabile,
dar cele mai bune rezultate se obtin pe sectiunile de 3-5
microni.

Microtom => Uscarea lamelor => Termostat
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"6. Colorarea preparatului permanent

Hidratarea

.. Colorarea
sectiunilor

Deparafinarea




MUnctie de numarul de coloranti utilizati exista:

° - (albastru de metilen, albastru de toluidina eritrozina etc);

° - (hematoxilina-eozina);

° - (tricromicul Masson, Van Gieson, Goldner-Szeckeli etc);

o - (Azan, Hurduc).

o Coloranti histologici pot fi de doua feluri:

° - (hematoxilina - substanta colorata de natura vegetala; carminul -
substanta coloranta de origine animala);

° - (culorile de anilina).

o Unii coloranti au proprietati bazice, altii acide si altii neutre.

o se mai numesc si coloranti nucleari deoarece coloreaza

structurile nucleare. Ex.: hematoxilina, safranina, fuxina bazica, albastru de metil,
verde de metil, albastru de toluidina. Structurilor colorate li se spune bazofile.

o se mai numesc si coloranti citoplasmatici deoarece coloreaza
structurile alcaline, citoplasmatice. Ex.: eozina, orange G, verde de lumina, fuxina
acida, albastru de anilina. Structurile colorate se mai numesc acidofile.

o sunt amestecuri de coloranti acizi si alcalini si coloreaza
incluziuni citoplasmatice cu reactie neutra. Ex.: eozinatul de albastru de metilen.

J Structurilor colorate li se spune neutrofile.
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~ COLORATIILE HISTOLOGICE

o coloratia Hematoxilina-Eozina si coloratiile tricromice.

® Coloratii speciale:

o col. tricromice Masson, Van Gieson, Goldner-Szeckelly;

J col. cu orceina, rezorcin-fuxina;

o impregnatie argentica;

J PAS, Carmin Best;

o PAS, impregnatie argentica;

J Sudan 111, Sudan 1V, Acidul Osmic, Scarlath roth;

J col. Cu albastru de metilen, gallocianina, thionina;

J impregnatie argentica Bielschowsky;

J hematoxilina ferica Heidenhain;

J Impregnari metalice (cu aur, mercur, acid osmic), col. Nissl,
col. Weigert-Pal;

o pentru cercetarea substantelor organice (grasimi,
glicogen, derivatii proteice), a hemoglobinei;

o pentru evidentierea la nivel tisular a activitatii

enzimatice (oxidaze, peroxidaze, fosfataza acida si alcalina).



/‘/Cmtoxilinﬁ-eozinﬁ (H.E.)

1. Deparafinarea (trei bai de benzen) :

SDBZEN T e 5 min
SBBZEN T 5 min
SPEZEN T oo 5 min
2. Hidratarea ( in alcooluri de concentratie descrescianda )
- alcool etilic absolut ...........cccoveiiiiie e 3 min
- alcool ELIIIC 909 ..o 3 min
- | [od0 0] = (| Lo <0 OO 3 min
- | [od0 0] = (| Lol 4 O OO 3 min

3. Colorarea cu hematoxilina Mayer 15 minute
4. Spalarea in apa de robinet;
5. Diferentierea in alcool clorhidric 2% .....cccceveiviiieiiinniinnnennn. 10-15 sec.;
6. Spalarea in apa de robinet;
7. Virarea in carbonat de litiu Sol. SAtUrata .....cvvvveveereereeeeeeeeneens 10-15 sec.;
8. Spalarea in apa de robinet;
0. COlOrarea CU COZINA vovveererreereeeeeceeccascaseasessessessessesscssssses 30-60 sec.;
10. Spalarea in apa de robinet;
11. Deshidratarea in 6 bai alcool etilic: 80°, 90°, 96°, absolut (I,11,111);
12. Clarificare - in trei bai xilol cite 15 minute;
13. Montare in balsam de Canada.
Rezultate:
- nucleii apar colorati in albastru-violet;
- citoplasma in roz;
- eritrocitele in rosu deschis;
- colagenul in roz palid;

- substanta fundamentala cartilaginoasa, oseina in rosu.



COLORATIA TOXILINA- A

Hematoxilina-colorant bazic- coloreaza in ALBASTRU structurile bazofile:
acizii nucleici- ADN-nucleu: ARN- ribozomi.

—colorant acid- coloreaza in structurile acidofile sau eozinofile:
proteinele —Tn citoplasma si Tn matricea extracelulara.

Tesut muscular striat scheletal, HE



Epiteliu stratificat malpighean fara keratinizare, HE



Neuroni piramidali, HE



http://www.google.ro/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=gEv_tEHIwJX_oM&tbnid=ZbNtniU4jaqhvM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.stonybrookmedicalcenter.org/pathology/neuropathology/chapter2&ei=KFhRUqERxs60BsK_gcAI&bvm=bv.53537100,d.Yms&psig=AFQjCNH000fHHrvQeiuhv8P-tYgzarXVcQ&ust=1381149060694616
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Tesut muscular striat scheletal, TM
Tesutul conjunctiv- albastru
Citoplasma- rosu-violet
Nucleli- negru
Tesut muscular- rosu
Hematii- rosu-potocaliu



COLORATIE TRICROMICA

Tesut adipos

Glanda salivara

'lot".‘q ol .'/_:_ »




COLORATIATRICROMICA GOLDNER-SZE LY

Foliculi ovarient, ovar, TGS.
Nuclei- albastru-violet
Citoplasma- roz
Colagen- verde
Hematii- galben-portocaliu
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Nerv periferic, TGS



s COLORA




Dentina- canalicule dentinare, TM




Fibrele elastice, perete aortic, Orceina.
(rosu-brun)



Fibre de reticulina- negru-intens
Fibre de colagen- galben-cenusiu
Nucleii- negru
Citoplasma- cenusie
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W’aﬁei cuH ILINA (H) si ACIDU IODIC

SCHIFF (PAS)

sy = R e T

Foita externa a capsulei Bowmann, PAS-Hematoxilina
Glicozaminoglicanii- resu-intens
Nucleii- albastru
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Tehnica coloratiei cu HE ILINA (H), ACIDU ODIC
SCHIFF (PAS) si ALBASTRU ALCIAN (AA)

-

Mucoasa intestinala- epiteliu simplu cilindric ciliat, cu celule
caliciforme, PAS-H -AA
Glicozaminoglicanii- rosu-intens , albastru inchis.
Nucleii- albastru



~ COLORATIA CU\AEBAS:I:RIULDEJF@MA

Tesut conjunctiv lax, Albastru de toluidina

Granulatiile mastocitelor (heparina, histamina) — violet (metacromazie)
Fondul (nucleii) — albastru (ortocromazie)



Corpii Nissl — violet
Restul tesutului (nuclei) — albastru



_ COLORATIA MAY-GRUNWALD-GIEMSA

MGG)

Frotiu de sange periferic, MGG
Nucleii — albastru-violet
Citoplasmele — roz -albastru
Hematiile — oranj



COLORATIA MATOXILINA FERICA
= HEIDENHAIN

' ided AR
111447
Fibra musculara striata scheletala, Hematoxilina Ferica Heidenhain.
Coloreaza in negru miofibrilele si evidentiaza aspectul striat al fibrelor musculare.



Tesut adipos, Acid osmic.

Coloreaza in brun-negru substantele |

Ipidice.



Tesut 0s0s compact slefmt, montat in balsam de Canada. Preparat
necolorat.




_ COLORAT L BAST =
METILEN

P

Neuroni pirmidali,coloratie cu Albastru de metilen



Neuroni, se observa corpii tigroizi, coloratie cu Violet de Cresyl




/ este un procedeu de localizare a proteinelor in

celule si tesuturi, utilizand ca principiu capacitatea anticorpilor de a se
lega de antigeni specifici in tesuturi. Aceasta reactie ATG —ATC este
marcata cu un cromogen facand posibila vizualizarea ei prin microscopie
optica.

e Ea este foarte utila in urmatoarele cazuri :

* -1in stabilirea unui diagnostic pozitiv si diferential al unor leziuni;
e -n stabilirea etiologiei sau histogenezei;

e -n diagnosticul metastazelor de origine primara necunoscuta;

e -evaluarea unor markeri prognostici in cazul tumorilor;

® -1in terapia unor afectiuni.



COLORATIILE
IMUNOHISTOCHIMICE

KI 67

Antigenul este o proteina nucleara exprimata in fazele
G1, S, G2 si M ale ciclului celular;

Anticorpul anti-KI67 este utilizat in diagnosticul histopatologic
fiind un marker fidel al proliferdrii celulare normale si neoplazice.

o ~




pS3

Anticorpul anti-p53 evidentiazd mutatiile acestei gene,

nedetectabile la celulele normale si prezente in cele tumorale.

Este utilizat in tumorile vezicii urinare, aparutului digestiv,
ovarului, prostatei, plimanului si altele.
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Este o geni supresoare tumorali activata de alterarea ADN-ului,
semnale anormale de crestere si alte agresiuni extrinseci sau intrinse
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PCNA

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
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Anticorpul reactioneazi cu un epltop snmplu,
liniar al antigenului nuclear de proliferare celulara.
PCNA este smtetlzat Ia un nivel maxim in faza S a ciclului celular.
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P UNO! = tehnici imunohistochimica ce
utilizeaza anticorpi marcati fluorescent.

Reconstructie tridimensionala post-deconvolutie pe o glanda
Intestinala si respectiv un grup de enterocite, imunofluorescenta
pentru 2 glicoproteine cu localizare citoplasmatica si
membranara.




* Ghid de Tehnici de Histologie, Citologie si
Imunohistochimie (Prof.Univ.Dr Laurentiu Mogoanta)

e http://www.dako.com/

* http://www.umfcv.ro/laboratoarele-cmi
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