LUCRAREA PRACTICA NR. 1

INTRODUCERE IN TEHNICILE DE STUDIU
HISTOLOGIC



STUDIUL MORFOLOGIC AL
TESUTURILOR/CELULELOR

Se face cu ajutorul :
Microscopiei optice - MO
Microscopiei electronice - ME:
ede transmisie — TEM
ede baleiaj (scanning) — SEM
Folosind tehnici:
- tehnica histologica uzuala urmata de diferite coloratii
- tehnici histologice speciale
- citochimie, histochimie
- imunohistochimie
- hibridizare” in situ”
- autoradiografie
- culturi de celule
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1. Recoltarea— tesuturile odata recoltate poartd denumirea de piesa histologica

2. Fixarea
Fixator uzual:
Solutie de formaldehida 37% (formalina, formol)............ 10 volume
Apad distilatd ... 90 volume

(contine aproximativ 4% formaldehida).

Formalina tamponata

fosfat acid de sodiu

fosfat disodic

Alti fixatori:

Zenker, Bouin, Regaud

Timp: 12-24 h, in functie de dimensiunea si densitatea tesuturilor

3. Spalarea
- apa de robinet/tampon fosfat Ph7.4
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4. Deshidratarea
Metoda cea mai obisnuitd este deshidratarea cu alcool etilic. Pentru aceasta sunt necesare
mai multe bai de alcool de concentratii diferite. Piesa este trecutd prin alcooli de
concentratii crescatoare. Durata mentinerii preparatului la fiecare baie este determinata de
marimea si duritatea preparatului. Cu cat piesa este mai mare, cu atat durata mentineri in
alcool este mai mare.

Serii de alcooli:

- alcool etilic 800.... ... 3 ore
- alcool etilic 900.... ..o 3 ore
- alcool etilic 969 I.........ovviiiiii i, 3 ore

- alcool etilic 969 I1.........ooviiiiii i, 3 ore
- alcool etilic absolut I.............cooiiiiiiiiiiiii. ., 3 ore
- alcool etilic absolut I1.........ccoviiiiiiiii L. 3 ore
- alcool etilic absolut II1...........ccoiiiiiiiii i, 3 ore

Durata mentinerii piesei in alcool nu trebuie sa depaseasca 24 ore.
La trecerea dintr-o baie in alta piesele trebuie usor tamponate pe hartie de filtru.
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5. Clarificarea

Este necesara, deoarece alcoolul nu este miscibil cu parafina. Lichidul clarificator trebuie
sa scoata alcoolul din piesa, sa imbibe piesa si sa fie miscibil cu parafna.

Se folosesc hidrocarburi aromatice: xilolul (xilenul), toluenul sau benzenul, dupa cum
urmeaza:

-benzen ..o, 2 ore
-benzen Il ..., 2 ore
-benzen L. ..o 2 ore

Se considera clarificarea termmata in momentul in care piesele capata un aspect curat,
translucid.

6. Parafinarea (impregnarea cu parafini)

Dupa deshidratare si clarificare, piesele imbibate cu lichid miscibil cu parafina (toluen
xilol) vor fi trecute In baile de parafina lichida la 56°C (la te rmostat)
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3 bai de parafina, timpul de mentinere de aproximativ 6 ore pentru fiecare baie:

- parafma L. 6 ore
- parafma Il............. 6 ore
- parafma III................... 6 ore

Timpn pot de asemenea varia in functie de tipul de piesa histologica.

7. Includerea propriu-zisa (formarea bloculur)
Dupa impregnarea pieselor cu parafind la termostat, ele trebuic incluse in blocuri de

parafind spre a putea fi ulterior sectionate si colorate.

In acest scop se forme speciale de plastic cu sau fard capac pe care sunt inscriptionate
referintele pieseli.

8. Sectionarea se face cuajutorul microtomului

Initial se fac sectuni de 20pm pentru nivelare si patrunderea suficientd in piesa, apol Se
continua sectionarea la 4-5um.
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/. Lipirea sectiunilor pe lame de sticla (lame portobiect)
Inainte de a intinde sectunile, lamele trebuie unse cu albumind Mayer (amestec in parti

egale de albus de ou cu glicermd) pe una din fete. Lamele astfel unse sunt lasate cateva
minute nainte de a fi folosite.

Exista s1 lame port obiect care sunt pretratate cu polilizina sau silanate, astfel incat asigura
o foarte bund aderentd a sectiunu §i nu mai necesita aplicarea de alboumma Mayer.

Se pune apa caldutd intr-un vas de sticla, se lasa sectunile cateva secunde pentru a se
intmde cat mai mult tesutul si parafina iar apoi sisectunile ,,se pescuiesc”.

Dupa ce lamele au fost lasate un timp scurt sa se usuce, se ntroduc la termostatul reglat la
379C sau pe o plitd calda si se lasd 12-24 ore. Dupa scoaterea din termostat lamele sunt
perfect uscate s1sectiunile intinse s1 aderente pe lama.
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8.Colorarea sectiunilor
Sectiunile se coloreaza in functie de ceea ce urmarim sa evidentiem.

Colorantii :
° Origine: produse naturale (orceina, hematoxilina, carminul, etc.) sau coloranti
sintetici (albastru de metilen, eozina, etc.).
. D.p.d.v. histologic colorantii pot fi:

Bazicl: (denumiti impropriu si nucleari) : hematoxilina, albastru de metilen, etc.
: (denumiti mpropriu si citoplasmatici): eozina, orange G, anilina, etc.

Neutri: eozinatul de albastru de metilen, etc.

o Coloratii simple si combinate:

Simple: un singur colorant (contrastarea nucleilor)

Combinate : sectiunile se Introduc succesiv intr-o serie de cel putin doi coloranti



° Coloratii generale si specifice:
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Generale (uzuale) : dau o imagine de ansamblu asupra tesuturilor
Specifice : fixarea unui colorant pe o anumita structura ( PAS pentru membranele bazale,

impregnatie argentica pentru fibrele de reticulina,
striate, mucicarmin pentru mucus, etc).
Tehnica colorarii cu hematoxilina-eozina
Comporta urmatorii timpi:
1. Deparafinarea (3 bai benzen):

Heidenheim pentru fibrele muculare

- benzen .. e S 0 811 8 R B §

- benzenII eeteteetiiieiiieeieeeeo.. S minute

- benzen III ... .5 minute

2. Des hldratarea (alcoolun de concentra‘;n descrescande):

- alcooletilic absolut.. . 5 minute

- alcooletilic 90°.............cc..ossreeennnn. 5 minute

- alcooletilic80°............................... 5 minute

- alcooletilic 70°........... ceiieiieeiee... S minute

3. Spalareain apa de roblnet

4. Colorareanucleilor cu hematoxilina Mayer........ 5 minute

5 Spalareain apaderobinet

6. Diferentiereain alcoolclorhidric, dupa formula:

- alcooletilic 96°.. i 100cc

- acid clorhidric concentrat e . 5 picaturi
(timp de ac';lonare......... 2 3 Secunde)

7. Spalarein apaderobinet

8. Virareincarbonat de litiu (sol. Sat.)..... 2-3 secunde

9. Spidlarein apaderobinet

10. Colorare cueozina. .

11. Spalare cuapade roblnet

12. Spalare in alcooletilic pAnda nu maiiese eozina

13. Deshidratare in alcooletilic 96° (2 bii)............
14. Deshidratare in 3 bai alcooletilic absolut........

15. Clarificare in xilol fenicat..

5 secunde

5 minute
.15 minute

. 15 minute

16. Clarificare in 3 baixilol.. . . ..Cite 5 minute
17. Montare Tn balsamde Can ada sub o lamela de sticla

18. Termostat la 37°C (24 ore).



* Microscopia optica

* Microscop optic obisnuit (microscop cu lumina transmisa)
* Observa detalui structurale care se afla la distanta de 0,2 um

» Se studiaza tesuturile fixate s1 colorate.

* Permite observarea unor procese celulare

* Microscop cu contrast de faza permite observarea celulelor vii:
miscarea celulara, diviziunea, fagocitoza)
* Microscop cu fluorescenta

lamele
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> Optical parts of a conventional
light (or bright-field) microscope.
This compound microscope transmits
light through three glass lenses. Light,
first focused on a stained specimen by
a substage condenser lens, passes
through the specimen and then an
objective lens, which magnifies and
projects the illuminated image to the
ocular lens. The ocular lens further
magnifies the image and projects it to
the eye of the viewer or a photographic
plate. Most tissues are colorless, so
color dyes serve as stains that
differentially absorb light so that

structures in specimens may be = — Lens Coil
distinguished. -
_ Source <JOHN A.CRAIﬁ_/AD
e——Light Electron <
.2 pm Theoretical 0.5 nm
O € > O resolution O € > O

Light microscope
< Image

. Projector
—Lens Coil

Objective
Lens Coil

< Object

Condensing

<¢ » Comparative views of
the ovary as seen with light
(Left) and electron (Right)
microscopes. Images show a
large oocyte surrounded by
smaller follicular cells (FC). The
LM is a paraffin section stained
with hematoxylin and eosin
(H&E). Hematoxylin, a blue
cationic stain, binds to anionic
(negatively charged) basophilic
sites in tissue sections. Eosin,
a pink anionic stain, binds to
acidophilic (positively charged)
tissue components. The EM is
a thin plastic section stained
with heavy metals (lead citrate

Right: 1800x.

Electron microscope

and uranyl acetate). Left: 200x;

< Optical parts of a transmission
electron microscope (TEM). A TEM
transmits a beam of electrons through
an ultrathin section of tissue that has
been cut via an ultramicrotome. Sever:
coiled electromagnetic lenses deflect
electrons and use the same principle
as that of light microscope lenses to
condense, focus, and magnify images.
Electrons from a heated tungsten
filament (or cathode) are drawn toward
an anode within a vacuum column.
Electrons are not visible to the naked
eye, so a fluorescent screen or
photographic plate records the image
as a black and white electron micro-
graph (EM). The advantage of the
TEM is great resolving power.




PREPARATUL HISTOLOGIC. TEHNICI
HISTOLOGICE. COLORATII
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Coloratie HE (Hematoxilina-eozina)



Coloratie HE (Hematoxilina-eozina). Mucoasa orala
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Impregnatie argentica. Fibre de reticulina — stroma organ limfoid



Fibrele de reticulind - negru
Citoplasma - cenugiu
Fibrele de colagen - galben
cafeniu

Nucleii - negru




Mucopolizaharidele neutre din

celulele caliciforme, glicogenul,
membranele bazale, fibrele de

reticulind,- rogu violet

PAS -hematoxilina
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4 Numeros trombi anivel glomerula
Epiteliu stratificat cilindric.

Rinichi Coloratie PAS- hematoxilina



Fibrele elastice, cartilaj, mucus acid,
cromatina - rou brun

Aorta — tunica medie




Mucusul - rogu-violet
Nucleii- negru
Alte elemente tisulare - galben.




Albstru de toluidina

Granulatiile mastocitelor
heparind, histamind) - viole
metacromazie

| Fondul (nucleii) - albastru
ortocromazie

Mastocite




Crezil violet

Corpii Nissl - violet
Restul tesutului (nuclei) - albastru




Acid osmic

Lipide nesaturate - negru-brun

Adipocite




