ISTRUZIONI PER L'USO DEL MICROSCOPIO OTTICO

1) Collocare il vetrino sul tavolino portavetrin) inserire l'obbiettivo 10 X
(piccolo); 3) centrare la sezione affinché sia #seacon l'obbiettivo; 4) mettere a
fuoco muovendo lentamente la vite macrometrica,iustgndo poi con la vite

micrometrica;

5) cambiare obbiettivo (medio 20 X o
grande 40 X) mettendo a fuoco solamente
con la vite micrometrica; 6) ruotando la vite
del condensatore si pu0o aumentare la
luminosita o il contrasto dellimmagine; 7)
accertarsi che la fonte luminosa sia nella
giusta posizione (e non sia ruotata
lateralmente).N.B. L'ingrandimento totale
si calcola moltiplicando il valore
dell'ingrandimento scritto sull'oculare per
guello scritto sull'obbiettivo.

Microscopio ottico
a luce bianca

The specimen is placed
hers.

Condenser
This incorporates a lens
which collects umination

Mechanical stage*

(Stage clips or a mechani-
cal stage are provided,

depending on the compa-
sition.)

Objective

This lens is used to mag-
nify a specimen Image. The
higher the magnification
number of an objective, the
greater the detall seen in
Specamen pans

Microscope frame




ALLESTIMENTO DI PREPARATI ISTOLOGICI

La preparazione di una sezione istologica richiedeiverse tappe:

01) Fissazione

Il prelievo appena prelevato dall'organo che sid#ga esaminare, deve essere
fissato mediante un liquido fissativo. | pit ussadho la formalina (formaldeide al
4%); la paraformaldeide al 4%; la glutaraldeidetetirossido di Osmio (per la
stabilizzazione dei lipidi); la miscela di Bouino(szione di formalina, acido
picrico e acido acetico glaciale), la miscela dirriy (soluzione di alcol assoluto,
acido acetico glaciale e cloroformio). La fissasoserve a bloccare le attivita
vitali della cellula, rendendo insolubili i companestrutturali, stabilizzando le
proteine e inattivando gli enzimi idrolitici.

02) Lavaggio
Per togliere il fissativo in eccesso (possibilmemtesoluzione tampone fosfato
salino).

03) Disidratazione
Mediante la scala ascendente degli alcoli (alctibt@ a 70°-80°-90°-100°) per
eliminare la componente acquosa, che non permetteréentrata della paraffina
nel tessuto (I'acqua non € un solvente della paggff

04) Diafanizzazione
In solventi della paraffina (ad esempio toluolonba&o, xilolo) che rendono |l
pezzo, gia privato dell'acqua, diafano (traspajeat@enetrabile da parte della
paraffina (lo xilene permette la sostituzione @tlool assoluto non miscibile con
la paraffina).

05) linfiltrazione
In paraffina fusa a 60°C (in stufa, tarata secomdpunto di fusione della
paraffina, fra i 58°C e 60°C) per permetterle dstgoirsi allo xilene, all'interno
del pezzo istologico.

06) Inclusione
In paraffina all'aria (temperatura ambiente), indmoche questa solidifichi -
intorno ed all'interno del prelievo. La durezzaldgdaraffina solida ci permette di
realizzare le sezioni istologiche. Il blocchetto ghraffina € poi montato su
supporto solido per permettere I'affettatura.

07)Taglio
Con il microtomo per paraffina (a slitta o rotafjun sezioni sottili di 4-&im.Le
sezioni vengono distese sull’acqua distillata &daperatura di circa 40-45°C e
poi fatte aderire al vetrino portaoggetti.
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Microtomo a slitta per paraffina. Bagnetto stendfette.

L’adesione avviene in stufa a 37°C.

Le sezioni in paraffina aderenti sui vetrini podgetto, affinche possano essere
colorate con coloranti istologici (quasi sempresatuzioni acquose), debbono prima
subire i seguenti passaggi;

08) Deparaffinazione
Con toluolo, o xilene per allontanare la paraffil@ia sezione istologica;

09) Reidratazione
Con la scala discendente degli alcoli (per ridaeelgalmente acqua alla sezione);

10) Lavaggio
Con acqua distillata

11) Colorazione
Viene eseguita la colorazione desiderata (vedi p&).

Eseguita I'operazione di colorazione dei prepdmsgezioni sono sottoposte a:

12) Disidratazione
Mediante la scala ascendente degli alcoli (alcbit@a 70°-80°-90°-100°).

13) Chiarificazione
In solventi organici (toluolo o benzolo o xilene);

14) Montaggio
Con un vetrino coprioggetto con interposta una godicalcune resine naturali (ad
es. Balsamo del Canada), o sintetiche (Eukitt), lsheno lo stesso indice di
rifrazione del vetro.



SCHEMA DI INCLUSIONE IN PARAFFINA DI UN FRAMMENTO
D'ORGANO O DI TESSUTO

N.B.: i tempi qui sotto riportati sono puramente irdicativi e in ogni caso, va
tenuto ben presente che essi possono variare in fzione delle dimensioni dei
pezzi trattati.

1) PRELIEVO del frammento d’organo o di tessuto;

2) FISSAZIONE: in formalina al 10% tamponata (concentraziond paB,7%) 10
minuti;

3) LAVAGGIO : in acqua corrente alcuni minuti,

4) DISIDRATAZIONE : nella serie ascendente degli alcoli: etanolo I7@iin.; etanolo
80° 1 min.; etanolo 90° 10 min.; etanolo assoluforin.; etanolo assoluto Il 10
min.; xilolo | 7 min.; xilolo Il 7 min.;

etanolo 70 1 min.
etanolo 80 1 min.
etanolo 90 10 min..
etanolo assoluto I 5 min.

etanolo assoluto II| 10 min

xilolo I 7 min.

xilolo IT 7 min.

5) INFILTRAZIONE : in paraffina liquida, a 60°C 15 miKn.2 volte;
6) INCLUSIONE : confezione del blocchetto di paraffina solidifewa

SCHEMA DI ESECUZIONE DI COLORAZIONI ISTOLOGICHE

1) Sparaffinazione ereidratazione delle sezioni:

Xilolo | 7 min.
Xilolo 11 7 min.
Etanolo assoluto | 5 min.
Etanolo assoluto Il 5 min.
Etanolo 90 °C 5 min.
Etanolo 80 °C 5 min.
Etanolo 70 °C 5 min.
H20 distillata Lavaggio



2) Ematossilina-Eosina:

Ematossilina 10 min.
H20 di fonte 10 min.
Eosina 2-4 min.
H20 distillata Lavaggio
3) Disidratazione:

Etanolo 70°C 5 min.
Etanolo 80°C 5 min.
Etanolo 90°C 5 min.
Etanolo assoluto | 5 min.

Etanolo assoluto Il 5 min.

4) Chiarificazione:
Xilolo | 7 min.
Xilolo I 7 min.

5) Montaggio:
in balsamo del Canada
0 resine sintetiche.

A) Blu di Toluidina

Porre i vetrini reidratati alcuni minuti nel tampmoml pH prescelto (buffer Mc
llvaine = acido citrico 0,1 M, Na2HPO4 0,2 M, pH 4)

Immergere in Blu di Toluidina per 10 min.

Lavare in tampone a pH prescelto.

Differenziare in alcol isopropilico (o isobutilic@er 1 min. alzando e abbassando
il vetrino per evitare la formazione di bolle déari

Immergere in xilolo per 1 min. (alzando e abbaseahaetrino).

Montare direttamente in balsamo del Canada.



B) Colorazione Azan- Mallory

Mettere in stufa (a 60°C) il colorante azocarminio.

Acidificare al momento con acido acetico 1%.

Mettere i vetrini a colorare a temperatura ambigmte 10 min. ed osservare
1'andamento della colorazione al microscopio attico

Gettare il colorante e lavare in acqua distillagagualche minuto.

In olio di anilina 0,1% in alcol 95% per 30 secdifferenziare, controllare al
microscopio ottico ed eventualmente proseguire.

Passare in alcol acidulato al 95% + acido aceti¢o 1

Immergere nell'acido fosfotungstico al 5% (30 npiassono bastare).

Lavare velocemente in acqua distillata.

Aggiungere la miscela colorante di Mallory per Zn{si puo riutilizzare).
Lavaggio in acqua distillata.

Differenziare in alcol al 95% controllando il cododel connettivo al microscopio
ottico.

Disidratare in alcol assoluto (5 min X 2 volte)j poxilolo (5 min. X 2 volte).
Montare in balsamo o resine sintetiche.

TECNICA VELOCE AL CRIOSTATO

Allestimento di preparati con l'uso del CRIOSTAT®@i¢rotomo congelatore)
che lavora alla temperatura da -5°C fino a -60°&.nhetodica dell'inclusione in
paraffina, sopra descritta, in alcuni casi non gliegbile, ad es. quando si vogliono
studiare i lipidi, perché le componenti lipidichengono disciolte durante i processi
di fissazione e inclusione in paraffina. Il prepgaral congelatore risolve anche
problemi diagnostici per pezzi operatori (¢ moledoee), per lo studio di particolari
enzimi o per alcune tecniche immunocitochimiche.

Il pezzo appena prelevato
viene fissato per immersione in
azoto liquido o con un getto di
CO2 compressa che lo raffredda
molto rapidamente, senza farlo
cristallizzare, quindi viene tagliato
al criostato. Le sezioni cosi
ottenute sono pronte per le
colorazioni sia istologiche che
istochimiche.

Criostato




Colorazioni per i grass

Le sezioni ottenute al criostato si colorano ceari SUDAN

(Sudan I, Sudan IV per i
grassi neutri; Sudan Nero B
per i lipidi in genere). |
nuclei vengono colorati con
lematossilina. Le sezioni,
infine, vengono montate in
gelatina glicerinata (mezzo
acquoso).

* | Tessuto adiposo bianco
| Sudan Il + Ematossilina

COLORAZIONI ISTOLOGICHE

1) Ematossilina-Eosina (E.E.)

L’ematossilina (emallume, colorante basico) si lega un legame non ben
precisato a strutture con radicali liberi acidil@a, percio, in viola i nuclei delle
cellule (presenza di DNA), il nucleolo (presenzaRINA ribosomiale), aree
basofile nel citoplasma (per presenza eventualerimbsomi), la sostanza
fondamentale della cartilagine (presenza di glioosaglicani e proteoglicani,
contenenti radicali liberi carbossilici e solfojice a volte la mucina delle
ghiandole esocrine (per la presenza di glicosanticanrg e proteoglicani). Eosina:
(colorante acido) colora le strutture basiche wardzvidenzia il citoplasma delle
cellule (per prevalente presenza di proteine ba$iele fibre collagene.

Gh. salivare
Ematossilina
Eosina




2) Azan-Mallory (A. M.)

Colorazione elettiva per evidenziare le fibre apiiae del tessuto connettivo
fibrillare. | coloranti usati in sequenza sonol’ &zocarminioche colora in rosso i
nuclei delle cellule, gli eritrociti e in rosso tenil citoplasma; b) IaMiscela di
Mallory (Blu di anilina, Orange G e acido ossalico) chieroin blu forte le fibre
collagene, in azzurro le mucine. Le cellule delgsene le fibre muscolari in
arancio. . e
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3) May-Grinwald-Giemsa (M.G.G.)

E’ una doppia colorazione utilizzata normalmente paorare gli strisci di
sangue. |1 sangue viene strisciato su un vetrimapggetto, fissato per almeno
30" min. all'aria e in un luogo privo di vapori diciViene poi colorato prima con
la miscela May- Grinwald (Bleu di metilene, colderbasico, ed Eosina,
colorante acido che formeranno un sale). Quandggiunge una piccola quantita
d'acqua, i due coloranti di cui € composto I'edsinsi separano e colorano le
strutture acidofile e quelle basofile. Segue, pmi,lavaggio ed una colorazione
con 1'eosinato di azzurro (colorante di Giemsa)musto da eosina giallastra, blu
di metilene, azzurro A e B e violetto di metilene.

V&

Risultati:

gli eritrociti appaiono di un colore rosa
arancio; i nuclei dei leucociti bleu
porpora; il citoplasma nei neutrofili

marrone leggero con granuli violetto
rosa e lilla, mentre i granuli eosinofili
avranno un colore arancio-rosso
brillante ed, infine, i granuli basofili

mostreranno un colore blu oltremarino.
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4) Weigert-Van Gieson ( W.-V.G.)

Sono due colorazioni abbinate (Weigert-Van Giestgdiante la miscela di
Weigert, contenente fucsina basica e resorcinggorem colorate in nero le fibre
elastiche; con la miscela di Van Gieson, contenfrdsina acida e acido picrico,
vengono colorate le fibre collagene in rosso magenentre altre cellule (ad es.:
cellule muscolari o del sangue) divengono giallanaro. Come colorante di
contrasto per il nucleo e impiegata 1'ematossil@reca, che colora i nuclei in
marrone-nero.
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Arteria aorta
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Resorcina-Fucsina
di Weigert
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5) Impregnazione Argentica (I.A.)

Colorazionesecondo James, per il tessuto reticolare. In quedtaazione si
utilizza un sale di un metallo pesante (ad esemprato d’ argento) che viene
depositato su alcuni componenti tissutali allocstatlloidale. In seguito il tessuto
e sottoposto all'azione di una soluzione riduceateél metallo viene ridotto allo
stato elementare. Si evidenziano cosi le fibreaoktri (fibre collagene di tipo 111)
iNn marrone scuro o nero.

Linfonodo
Impregnazione Z ‘ S
Argentica Sy ‘,”Q?. : =
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COLORAZIONI ISTOCHIMICHE

1) Blu di Toluidina (B.T.)

Essendo un colorante basico, si lega a strutture redlicali acidi liberi
(elettricamente negativi, quindi anionici). Quandalensita di tali gruppi anionici
fortemente dissociati € elevata come nei polianisniha il fenomeno della
metacromasia, cioé il colorante vira da celestdofeoortocromatico) al verde
Indaco, al violetto, al rosso porpora (colori mebacatici). Pertanto possono
essere evidenziati: gli acidi nucleici (DNA: - neo] RNA: nucleolare e
citoplasmatico, ad es. sostanza tigroide delleuleelhervose), ma soprattutto i
glicosaminoglicani e proteoglicani (presenti nedlastanza fondamentale della

cartilagine e nel muco delle ghlandole mumpamweose)

Catrtilagine
Blu di Toluidina

2) PAS (Periodic Acid Schiff)

Colorazione per le glicoproteine ed il glicogendodsidazione con acido
periodico opera la rottura di un legame tra duenatt Carbonio adiacenti della
molecola del carboidrato e liberazione di un gru@ddeidico che, mediante
formazione di una base di Schiff, viene rivelatb réattivo di Schiff, in presenza
di anidride solforosa, in ambiente acido. Struttamntenenti le molecole in
oggetto si colorano in varie grada2|on| di rosgmetto (magenta)
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3) Alcian-blu (A.B.)

E’ una ftalocianina rameica per la colorazioneglgiosaminoglicani (GAG) e
proteoglicani. E' un colorante specifico per le mawlecole sopradette, ma piu
In generale si lega, in quanto colorante caricatipasente, a tutti i composti
aventi radicali acidi liberi (carbossilici, solforj fosforici) cioe ai polianioni.
Pertanto, in determinate condizioni tecniche (pktliagiversi, o in presenza di
diverse concentrazioni di Mg£}) mediante uso di Alcian blu vengono evidenziate
in blu strutture contenenti DNA, RNA e GAG o0 sol®G. Da ricordare che i
GAG sono molecole a peso molecolare molto elevatstituite, da unita
disaccaridiche ripetitive, formate da derivati ca$ilici e amminici di zuccheri a
6 atomi di C (acido uronico+esosamina), contenguéntita variabili di gruppi
acidi solforici legati alle esosamine. | GAG (acidturonico, condroitin solfati A,
B, C, eparansolfato, eparina, cheratosolfato) tostiono, associati alle proteine, i
proteoglicani che insieme alle glicoproteine (GB)s parte fondamentale della
sostanza fondamentale dei tessuti connettivi, dablstanza cementante tra le
cellule epiteliali, delle secrezioni mucose.

Colon
Alcian-blu + Ematossilina
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4) Alcian blu — PAS

E’ una colorazione sequenziale. Con tale coloragipossono essere messi in
evidenza GAG in blu e GP in rosso magenta conteamsamente.
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ESAME AL MICROSCOPIO OTTICO

Tale esame va iniziato col piu piccolo degli inglmmenti disponibili. Gl
ingrandimenti maggiori servono per precisare aspatiuti della morfologia delle
singole cellule o di gruppi di cellule; vanno wi#ati pertanto a tale scopo, ma e
consigliabile tornare poi ad ingrandimenti minparché essi consentono la visione
d'insieme dei preparati, al fine della diagnodiedisuti e di organo. Dopo aver messo
a fuoco il preparato € bene spostare lentamemtdrino per osservare tutto il campo
della sezione, compresi i margini. Dopo questo esg@meliminare si dovranno
riconoscere i tessuti presenti e la loro "distriboe topografica" nel preparato.

A questo punto e opportuno che ognuno di voi albinente una classificazione
schematica dei tessuti stessi. | tessuti del comptti, non sono molti, ma si
presentano in diverse varieta in dipendenza dedlsizipne, dei rapporti e della
funzione che assumono nei vari organi. Ricordate alrete a che fare col tessuto
epiteliale (di rivestimento e ghiandolare), coistgs a funzione trofica e di sostegno
(connettivi propriamente detti, cartilagine ed Qssmi tessuti muscolari (liscio e
striato) e col tessuto nervoso e la glia. Constdefa possibile esistenza, nel
preparato, degli elementi del sangue. Puo tratirgino striscio di sangue o di
accumuli e infiltrazioni di cellule (normalmentdinfociti) del sangue in altri tessuti.
Fra l'altro, in ogni organo e possibile notare tasenza di vasi contenenti globuli
rossi. La presenza dei globuli rossi, specialmelntguelli osservati a piatto, e utile
poiche il diametro di ogni globulo rosso si aggra 7 - 8um e questo serve come
riferimento utile a farsi una opinione della grarzke degli elementi cellulari presenti.

PIANI DI SEZIONE

Hl:l".'i{'lnu Q
SCZIONe longitudmale
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