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CUVANT INAINTE

9%

Aceasta carte, ,,Notiuni practice de anatomie patologicd”, este adresata
studentilor din domeniul medical si tuturor celor care doresc o intelegere
mai aprofundatd a notiunilor macroscopice si microscopice din domeniul
morfopatologiei generale. Este realizatd printr-o prezentare concisd si
complexd a notiunilor elementare (structuratd in capitole de notiuni
elementare de morfopatologie), asociatd cu ilustrarea sugestiva cu imagini
din patologia generala. Este prezentata modalitatea de realizare a
preparatului histopatologic permanent ce poate fi urmarit si diagnosticat
microscopic (tehnicile si criteriile folosite) si o scurtd introducere in partea
de legislatie actuala pentru a intelege procesele morfopatologice in contextul
medical actual. Datele prezentate in aceastd carte reprezintd notiunile
fundamentale necesare in studiul morfopatologiei generale.
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ADN -
ANA -
ARN -
BK -
CGM -
ClD -

CMV -

HE -
HIV -
HPV -
HSV -
[Ao -
IBD -
IC -
JC -
LES -
N/C -
PR -
SNC -
TDLU -
VCI -

ABREVIERI

acid dezoxiribonucleic
anticorpi antinucleari

acid ribonucleic

bacilul Koch

celule gigante multinucleate
boala Creutzfeldt - Jackob
citomegalovirus

hematoxilina si eozina

virusul imunodeficientei umane
Human Palilloma Virus

Herpex Simplex Virus
insuficienta aortica

boli inflamatorii intestinale
insuficienta cardiaca

virusul poliomielitic uman
lupus eritematos sistemic
nucleu/citoplasma

poliartrita reumatoida

sistem nervos central

unitate terminald ducto-lobulara

vena cava inferioara



CAPITOLUL 1

TEHNICA UZUALA DE PRELUCRARE
A TESUTURILOR

Etapele prelucrarii histologice uzuale
1. PRIMIREA $I FIXAREA PIESELOR OPERATORII
2. ORIENTAREA PIESELOR OPERATORII
3. INCLUDEREA SI SECTIONAREA
4. FLOTATIA
5. COLORAREA

1. FIXAREA PIESELOR OPERATORII

Are ca scop oprirea fenomenelor vitale din tesuturi si celule, pentru a
putea surprinde microscopic un anumit aspect histofiziologic sau histo-
patologic existent in produsul recoltat la momentul recoltarii.

Fixarea impiedica alterarile post—mortem ale structurilor tisulare si
celulare si creste consistenta piesei, astfel ca aceasta sd poatd fi supusa
prelucrarilor ulterioare.

Cantitatea de fixator trebuie sa fie suficienta pentru ca apa din piese sa
nu-i schimbe concentratia . De obicei, volumul fixatorului trebuie sa fie de
2 - 10 ori mai mare decat volumul piesei fixate.

Durata fixarii variaza cu tipul de fixator utilizat, fiind intre 3 ore si 24
de ore fixarea uzuala se realizeaza cu formaldehida la temperatura camerei.

SFATURI PRACTICE:
* Se asigura o bund fixare (cantitate fixator, containerul in care se
face fixarea, ph-ul fixatorului)
* Se verifica statusul fixarii

2. ORIENTAREA PIESELOR OPERATORII

Se realizeaza cu ajutorul unor instrumente fine si tdioase

- se alege piesa reprezentativa, contindnd zone cu modificari macro-
scopice, precum si tesuturi de la limita leziunilor, evitand zonele cu
tesuturi necrozate si cu zone de hemoragie
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In timpul prelevarii se va tine cont de incidenta sectiunilor care se vor
executa la microtom:

prin organele parenchimatoase se vor realiza sectiuni plane,
paralele sau perpendiculare cu grosimea de 3-5 mm

pentru organe cavitare, tubulare sectiunile vor fi perpendiculare pe
lumenul organului

pentru scoarta cerebrala planul de sectiune va fi perpendicular
pentru muschi, miocard se pot realiza sectiuni longitudinale si
transversale (Fig. 1)

SFATURI PRACTICE:

Se evitd trauma mecanicad a tesuturilor

Se evitd uscarea, incalzirea excesiva sau afectarea chimica a
tesuturilor

Se eticheteaza fiecare proba

Se evita intarzierile

Tesuturile se manipuleaza cu grija

Se taie sectiuni subtiri

Se evitd traumele mecanice ale sectiunilor

Se evitd supraincarcarea casetelor

Se eticheteaza in mod corespunzator casetele

3. INCLUDEREA SI SECTIONAREA

Dupa recoltare si fixare, specimenele fixate in formol sunt spalate cu
apa curenta.

Pentru a putea fi infiltrate la parafina specimenele sunt supuse proce-
durilor de deshidratare si clarificare. Procesarea tisulara consta din 3 timpi,
care au rolul de extragere a apei si de a o inlocui cu un mediu care se
solidifica si permite sectionarea.

Includerea

includerea este procesul care permite infiltrarea specimenelor cu un
material semidur, cu punct de topire fix si care poate fi sectionat
dupa solidificare

cel mai cunoscut mediu de includere este parafina histologica, cu
punct de topire 56 grade.

Sectionarea este procedura prin care se obtin sectiunile histologice de
diferite grosimi care pot fi atasate pe lame histologice in vederea colorarii

grosimea normala a sectiunii este de 5 micrometrii. (Fig. 2, 3)
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SFATURI PRACTICE:

Se orienteaza adecvat sectiunile in forme pentru parafina adecvate
Se evita afectarea termica a tesuturilor

Se verifica regulat temperatura

Se evita supraincarcarea formelor pentru parafina

Se folosesc lame de buna calitate

Se seteaza corespunzator unghiul de taiere

Se evitd afectarea termica a blocului de parafina

Taierea se face evitand manevre bruste (Fig. 4, 5)

4. FLOTATIA

Sectiunile histologice se adauga in baia de apd pana la intinderea pe
lame / topirea parafinei

sectiunile histologice se separa si se lipesc pe lame curate, degre-
sate cu alcool sanitar si uscate la termostat timp de 10 minute la 56
grade C sau 30 minute la temperatura camerei. (Fig. 6, 7)

SFATURI PRACTICE:

Se foloseste apa curata

Ne asigurdm ca sectiunile sunt curate si evitdm contaminarea
acestora

In acelasi vas de flotatie nu se pun sectiuni din mai multe blocuri
Se verifica temperatura apei

Se evitd supraintinderea sau suprapunerea sectiunilor

5. COLORAREA (Fig.8)

deparafinare si hidratare graduala in alcool si cu apa.

colorare 5-10 minute 1n solutie de hemalaun

clatire cu apa distilata pana ce sectiunile vireaza in albastru
diferentiere 5-10 secunde in solutie acid-alcool, in caz de supra-
colorare a nucleilor

clatire cu apa distilata pana ce sectiunile devin albastre

colorare 10 minute cu solutie de eozina

spalare 1-5 minute cu apa de robinet

deshidratare graduala cu alcool 96 si apoi cu alcool etilic absolut.
clarificare in xilen-alcool absolut 1:1 si in final n xilen

montare in balsam de Canada
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SFATURI PRACTICE:
* Colorarea se face intr-o perioada de timp adecvata
* Se monitorizeaza regulat calitatea
» Se standardizeaza conditiile colorarii
* Se asigura deparafinarea totala
* Se hidrateaza sectiunile
* Se monitorizeaza continuu: pH-ul eozinei, calitatea hematoxilinei
» Se verifica colorarea nucleilor in albastru
* Se deshidrateaza bine inaintea aplicarii lamelei
* Se evitd uscarea si formarea de cristale

Examenul extemporaneu

* Informatiile diagnostice oferite de examenul extemporaneu sunt
limitate in comparatie cu informatiile obtinute din preparatul permanent.

* Doar o mica parte din tesut poate fi inghetata corespunzator, astfel
ca doar o mica parte din tesut poate fi evaluatd spre deosebire de preparatul
permanent.

+ Inghetarea este o metoda rapida dar imperfecta pentru a creste
consistenta pieselor mici tisulare, insa cristalele de gheata ce se formeaza
pot produce artefacte permanente.

* Fixarea in formol denatureaza proteinele ceea ce afecteaza aderenta
pe lamelele de sticla; aceste tesuturi pot fi cu greu analizate ,,la gheata”.

Preparatul microscopic permanent
Tehnici de colorare uzuale (histopatologice) si speciale (histochimice)

Coloratia Hemalaun Eozina (HE) (Fig.9)
* Indicatie:
* Coloratie uzuala standard pentru tesuturi
* Coloranti:
* Hemalaun Meyer - bazic
* FEozina Gelbich - acida
* Rezultate:
* Nucleu — albastru
» Citoplasma —roz / rosie

Coloratia Van Gieson (Fig. 10)

* Indicatie:
* Coloratie uzuala tricroma pentru tesuturi
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Coloranti:

* Hematoxilina ferica Weigert
* Fuxina acida

* Acid picric

Rezultate:

* Nucleu — negru

* Citoplasma — galbena

* Colagen —rosu

Coloratia Tricrom Masson (Fig.11)

Indicatie:

» Coloratie speciala tricroma pentru tesuturi
Coloranti:

* Hematoxilina ferica

* Solutie coloranta A — acid fosfo molibdenic
* Solutie coloranta B — albastru de anilina
Rezultate:

* Nucleu — negru

* Citoplasma — rosie

* Colagen — albastru

Alte coloratii pentru tesuturi

Coloratia Giemsa (Fig.12)

* Coloranti: solutie May Grumwald, solutie Giemsa, acid acetic

* Rezultate: nuclei — rosu violet, citoplasma policrome (de la
albastru pal la albastru inchis), cartilaj albastru, mucina violet

Utila pentru detalii morfologice in tesuturi limfoide: splina,

ganglion limfatic, maduva osoasa

In frotiuri cervico-vaginale este utila pentru detectarea Tricho-

monas Vaginalis

Coloratie Mallory

* Coloranti: fuxina acida, albastru Mallory

Coloratie Azan

* Coloranti: azocarmin, albastru Heidenhein (anilina, orange G)

* Rezultate: nucleu — rosu, citoplasma — albastru rosiatica, colagen
— albastru, tesut muscular striat — orange

Utila si pentru studiul glandelor endocrine

Coloratii pentru fibrele conjunctive

Pentru colagen:
 coloratie Van Gieson, coloratie Masson
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* Pentru fibrele de reticulina:
* Impregnare argentica

* Pentru fibrele elastice:
* Rezorcin fucsina bazicaWeigert — albastre
* Orceina — cafeniu roscat

Coloratii pentru structuri subcelulare:
* Metoda Cajal Da Fano:
» Evidentiaza complexul Golgi — negru
* Citoplasma — aurie
* Nucleu — necolorat
* Metoda hematoxilina ferica Regaud:
» Evidentiaza mitocondria — negru
* Metoda Brachet:
* Coloranti: verde metal pironina
* Rezultate: ADN — verde, ARN — rosu

Impregnarea argenticd Gomori (Fig.13)
* Coloranti:
* Permanganat de potasiu (KMnO4)
* Metabisulfit de sodiu si potasiu
* Solutie argento-amoniacala
* Rezultate:
* Fibre de reticulina — negru
» Fibre de colagen — rosu purpuriu
* Nucleu — negru
* Citoplasma galbena

Histochimia glucidelor
* Col. PAS (Fig.14, 18):
* Coloranti: acid periodic HIO4, reactiv Schiff
» Rezultate: glucidele se coloreaza in rosu viu
* Variante: PAS cu diastaza, PAS — AB pH 2,5
* Carmin amoniacal BEST:
* Glicogen — rosu

Bazofilia, metacromazia si ortocromazia
* Bazofilia = proprietatea unor substante glucidice de a se colora cu
coloranti bazici
* Albastru alcian — coloreazd MPZ acide in albastru la pH = 2.5
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* Metacromazia = proprietatea unor substante de a se colora diferit

de colorantul utilizat (prin existenta unor grupari anionice ce

absorb lumina diferit de restul agregatelor)

* Albastru de toluidind — evidentiazd mastocitele, ale caror
granulatii citoplasmice sunt rosii

Ortocromazia = proprietatea unor substante de a se colora la fel cu

colorantul utilizat

* Rosu de Congo — evidentiaza amiloidul in rosu (in lumina
vizibild) sau produce o birefringenta verde (in lumina polarizatd)

Histochimia lipidelor

Coloranti:

+ Sudan (111, IV, B, BB) (Fig.15)

* Scharlach

* Oil Red

Rezultate:

» Lipide colorate in rosu portocaliu

Observatie:

* Sunt coloratii la gheata, folosindu-se o solutie saturata alcoolicd
a colorantului

Histochimia proteinelor

Reactii nespecifice:
* Identificarea unor aminoacizi
* Reactia Millon — pentru tirozind
* Reactia Sakagushi — pentru arginina
Reactii specifice:
* Identificarea unor heteroproteine
* Metoda Feulgen — pentru ADN complexat cu histone
* Bazofilia

Coloratii speciale pentru diferite structuri patologice

Coloratia Perls (albastru de Berlin) (Fig.16)
* Coloranti: ferocianura de potasiu si HCI
* Rezultate: evidentiaza fierul in albastru
Coloratia Masson — Fontana:

* Coloranti: azotat amoniacal de argint

* Rezultate: evidentiaza melanina in negru
Coloratia Grimelius (argentafina)

» Evidentiaza granule neuroendocrine
Coloratia cu rhodamina — pentru cupru

15



* Coloratia Hymans van den Bergh — pentru bilirubina
* Coloratia Rosu de Congo — pentru amiloid (Fig.17)

Coloratii citologice si bacteriologice
* Coloratia Babes — Papanicolaou
* Coloratia May Grumwald Giemsa
* Coloratia Gram
* Coloratia Ziehl — Neelsen (Fig.19)

Coloratia Babes — Papanicolaou (Fig. 20)

* Indicatie:
» Citologie cervico-vaginala

* Coloranti:
* Hematoxilina Harris
* Eozina alcoolica (EA 50)
* Orange G (0G 6)

* Rezultate:
* Nuclei — albastri
* Citoplasme — cianofila (verde-albastruie — celule intermediare)

sau eozinofila (roz-rosie — celule superficiale)

Coloratia Gram
* Coloranti:
* cristal violet si
* rosu safranina
* Rezultate:
* Bacterii Gram (+) — albastre
* Bacterii Gram (-) — rosii

Imunohistochimia (IHC)

* Reprezintd combinatia dintre 2 stiinte: imunologia si histochimia,
avand ca scop evidentierea proprietatilor antigenice ale unor
substante intr-un tesut, utilizdnd anticorpi monoclonali sau seruri
polireactive.

* Vizualizarea substantelor antigenice se poate face atat la nivel
tisular, cat si la nivel celular si subcelular, pe preparate la gheata
sau parafina. (Fig. 21, 22, 23, 24)

* Dezvoltarea metodelor de a detecta antigene pe sectiunile tisulare
cu ajutorul anticorpilor.

* Principalele utilizari:

- clasificarea tumorilor
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- identificarea leziunilor in situ

- factori de prognostic

- factori predictivi pentru anumite terapii
- 1identificarea materialului extracelular

- 1identificarea agentilor infectiosi

Tehnica IHC — principiul metodei

* Se lucreaza cu anticorpi monoclonali, de care sunt legate una sau
mai multe molecule enzimatice, ce catalizeaza transformarea unui
substrat incolor intr-un produs de reactie colorat. Enzima este
cuplatd covalent cu portiunea Fc a anticorpului; pe ea se plaseaza
substratul cromogenic.

* Enzimele utilizate sunt:- peroxidaza
- fosfataza alcalina

* Substratele folosite sunt:
- DAB pentru peroxidaza (brun) sau AEC (rosu)
- “fast red” si “fast blue” pentru fosfataza alcalina

Principalele aplicatii ale tehnicilor IHC in practica de rutina
1) Clasificarea histogeneticd a tumorilor slab diferentiate sau ana-
plazice
2) Diagnosticul pozitiv al bolilor leucocitare
3) Tipizarea tumorilor neleucocitare
4) Detectia antigenelor virale si microbiene
5) Evidentierea markerilor de prognostic in cancer

Intrebari:

1. Care din afirmatiile de mai jos este falsa referitor la fixarea probelor in
anatomia patologica?
a. Are ca scop oprirea fenomenelor vitale din tesuturi si celule
b. Impiedica alterarea post-mortem a structurilor tisulare si celulare.
c. Fixarea nu este necesara
R=c¢c
2. Care din urmatoarele nu fac parte din etapele prelucrarii histologice
uzuale:
a. Includerea si sectionarea
b. Flotatia c. Coloratie imunohistochimica
R=c
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3. Cantitatea de formol folosit pentru fixarea pieselor operatorii:
a. Trebuie sa fie de 20 ori mai mare decat volumul piesei fixate.
b. Trebuie sa fie de 2 -10 ori mai mare decat volumul piesei fixate.
c. Trebuie si fie de 100 ori mai mare decat volumul piesei fixate.
R:b

'“;‘.I';]' \.IIT(‘F

Fig. 2-3. Procesatoare automatice de tesuturi
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Fig. 8. Colorarea — autostainer liniar (,,robot stainer”) — 10 programe simultane,
capacitate ~250 lame/ zi
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Fig. 9. Coloratie HE x 200 Fig. 10. Coloratie Van Gieson x 100

Fig. 11. Coloratie Masson x 200 punctie Fig.12. Coloratie Giemsa x 400 citologie
biopsie hepatica

Fig. 13. Coloratie Gomori X40
punctie biopsie hepatica
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