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RESUMEN

Durante afios se ha venido incrementando en la practica de la medicina veterinaria y
zootecnia la necesidad de un diagnostico tapido y acerlado, asi como en otras disciplinas
afines. Eslo ha dado como consecuencia un avance en la tecnologia (Instrumentos y
procedimientos) y un desarrollo en los profesionistas del area de las clencias biologicas.

Para el diagnostico de enfermedades en histopalologia, es imponanie conocer que las
técnicas de estudio se dividen en inmedialas o vilales, que se realizan en tejldos vivos y en
mediatas 0 postvilales, que so realizan en tefidos muertos.

Para la obseivacion de los tejidos vivos o muertos existen diferentes métodos y
procedimientos, que facilitan la apreciacion de los elementos celulares asi como fos detalles
estruclurales. Esto permite al médico velerinario conocer la estruclura celutar .y de la
conslitucion de los organos.

Una de las técnicas mediatas mas comtnmente utilizadas en histologia, es la de

inclusion en parafing, la cual permite la oblencion de preparaciones permanentes de tefidos

histoldglcos.

El proposito de la realizacion de este manual, es reunir la informacion’ baslca y

necesarla, para la correcta aplicacion de las. lécnicas - histolégicas mas ‘comunes. y -de
dlagndstico en medicina veterinaria, que shvan de apoyoy de guia para los médlcos técnlcos Y.

estudiantes del area.

En este manual se Incluirdn las técnicas histoldglicas e hisiopalb|églcas,' "que ‘son
utiizadas con mas frecuencla: en los laboratorios de Histologia, Histopatologia, Microblologia,

Laboratorio Clinico y Parasitologfa, asi como también- recomendaclones prﬁcticas venla]as y '

desventajas de algunas técnicas.




OBJETIVOS

a)

b)

c)

d)

o)

Describir detalladamente las técnlcas histologicas e histopatoldgicas, mas usualtes para ol
diagndstlco, respectivamente, dentro del trabajo del médico veterinarlo zootecnlsta,

Reunlr Ia informacion basica y necesaria para la mejor aplicacion de las distintas técnicas
histologicas e histopatolégicas mas comunes.

Proporcionar recomendaciones técnlcas que sirvan de apoyo en la aplicacion praclica de

las técnicas histoldgicas, para los médicos velerinarios zootecnistas, que requleran de

éstas.

Contribuir can la elaboraclon de materal de apoyo para la asignaturas-de Citologia,

Histologia y Embriologia, Patologia. general, Laboratorio-clinico, Mlcrobiologia Yy

Parasltologia de la carrera de Médico Veterinario Zootecnista.

Elaborar una fuente de consulta técnica para los profesionistas del area de las: clenclas :

bioldgicas y de la salud del pais.




INTRODUCCION
..~ ]

Histologla es un término derivado de las raices griegas histos, que significa tefido, y
logos, que significa "estudio de”. Entonces, literalmente, se reliere al conocimiento o clencia de
los tejidos, tanto vegetaies como animales (1).

En el medlo del médico veterinarlo, se ha incrementade la necesldad de un diagndstico
rapldo y expedito, tanto de laboratorlo como el la clinica (2).

La Informacion béaslca necesarla para este proposito se encuentra por lo general
dispersa, y es de dilicil acceso para el estudiante y el prolesionista no relaclopado con el tema.
En este manual seran incluidas las técnicas de diagndstico utiizadas con mas Irecuencla en los
laboratorlos de Histologia, Histopatologia, Laboratorio clinico, Microbiologia y Parasitologia; a
panir de las sigulentes muestras de tejido fljado, y trabajado por el método de rutina de
inclusion en parafina , por medio de frotis, (exioliaclon, puncion, Impronta), Gtlles para ol
diagndstico hematoléglco y de cltologia exloliativa (2,3).

La necesldad del saber histolégico surge como respuesta a la busqueda de un
sustrato anatdmico elemental del organismo humano. Aristdteles sefialaba que todos los seres
vives estaban constituldos por unos pocos elementos que se repetian en cada uno de ellos,
estableciendo el concepto pars o partes similares para dosignar las unldades anatomlcas
elementales de estos seres vivos (4).

En el siglo XVil se comienza a usar un rudimentario microscoplo optico. Leeuwenhoek
perfecciond las lentes compuestas que permitieron el uso de aimentos mucho mayores en la
observaclon. Surge la teoria librilar propuesta por Falopio y Fernel, en la que se tiene a la libra
come la unidad morfoldgica elemental, ellos defienden que todas las parles sdlidas de los
organisimos vivos estan constituldos por ilbras (4).

Hacla 1674 Roberto Hooke utiliza el término de célula o celdilla que qulere declr
espacio vacio, al describir sus hallazgos acerca de la eslnictura del corcho, mediante lentes de
aumento simples (4,5).

Hacia [Inales del siglo XVIIl va a surglr un nueve concepto de telldo por la obra de
Xavler Bichat, Bichat disecaba los distintos 6rganos hasta obtener fragmentos- homogénaos
que sometia a coccldn, maceracion, putrefaccion, desecaclon o Incluso tratamlerito con
sustanclas quimicas. Con Blchat queda deflnido el concepto de tejido como unidad morfoldgica
funclonal de los seres vivos, que se caracterlza por la homogeneldad y la constancla de su-
aparlencla sensorlal, los drganos de que proceda o las manipulacliones que sufra, segdn este
concepto los drganos estarian lormados por la combinacion de sistemas simples y su funcién
estar(a determinada por ia comblinacién de las actlvidades vitales delos tejldos (4). :

En 1819, el anatomista Meyer de Bonn Ided o término histologla para designar.a Ia
clencla que estudia los tejidos (4,5).

En el siglo XVIli se abandona la teoria librilar y surge la teorfa celular de Schlelden y
Schwann (4).

Pasteriormente, Rodolph Vrchow establece que allf donde nace una célula existfa olra
previaments, con lo que se corrige la idea do la generaclén espontanea (4).

A fines dal siglo XIX se desarrollé comerclalmente el micrélomo (|nstrumento para
preparar cortes de tefido para su estudlo), y al mismo tiempo vino el desarrollo. de las técnkas
de fljacion, Incluslon y técnicas de tinclon, las cuales se fueron perfecclonando con ol paso de
los afios {1). ’

En la actualidad son casl Innumerables los recursos précﬂcos empleados para Ia
demostracion de las partes mas elementales de los organismos. ‘Las técnicas hlstolégk:as se
han convertido cada vez mas salisticadas y especializadas (1,5,6).




En los tiitimos 30 afios, con el uso creclente del microscopio electrénico por los
histdlogos se ha extendido en gran medida el territorio de esta ciencla de tal modo que ahora
incluye la ultraestructura de los tejidos y buena parte de la biologia celular. Asi la histologia
trata de la estructura de los seres vivos a todos los niveles de organlzacion, desde el limite
inferlor de la observacion visual directa hasta la estructura de las moléculas (7).

{
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UNIDAD |

A. GENERALIDADES PARA LAS TECNICAS HISTOLOGICAS
E HISTOPATOLOGICAS DE RUTINA

Llamase técnica histolégica at conjunto de operaciones destinadas a demostrar en un
tejdo, ya sea sano o con alguna lesion, sus caracterfsticas estructurales, relaclones
topograflcas, sustancias producidas y aimacenadas natural o patoiéglcamente, pigmentos. y
microorganismos (8,9).

La técnica histolégica roquiere esencialmente de cuatro aspectos basicos, para poder
ser llevada a cabo;

1. Aparalos y técnicas de observaclén.

2. Reactlvos, equipo y material de laboratorlo,

3. Técnicas de estudlo,

4, Procedimlentos de conservacion (10)

a) Aparatos y técnicas de observacion
Gran parte del conoclmiento acerca de las caracter(slicas microscépicas de los

organismos, proviene de disecar pequefias porclones representativas de los tejidos, y del corle
de estas en rebanadas muy delgadas, conocldas como cortes histologicos, adecuados para la

observacion al microscoplo. Los cortes deben ser lo suficlentemente delgados como. para:

permitir una transmisién aproplada de una onda de-luz. £n el microscopio optico ésta proviens
de la fuente de tuminacion del mismo, y debe pasar integramente a través del grosor del corle,
antes de llegar ai lente del objetivo, ta lente del ocular y finalmente al ojo (11).

Los aparatos mas utilizados actuaimente en of estudio hlsto|6glco son: el de obserVaclén,

(microscoplo) y ef de corte, lamado micrétomo (8).

b) Reactivos

Reactivo en histologia, se consldera, a ja sustancia natural ‘o sintética: que provoca:en los -
te]idos modificaciones fisicas o quimicas, que pueden ser apreclables 0no, Yy que proporclonan’

caracter(sticas Utiles para su ulterior procedimiento, conservacién y estudlo (10)

Se clasificaran los reactivos dando prlorldad ala prlnclpal modnllcaclon que provoquen en el
tejido: . S

Reactivos inofensivos

Se utilizan en general, en soluciones que alteran poco 0 nada ia lorma y vltalldad de los
elementos anatémicos dal sujeto de estudio, Slendo usados como en los métodos Inmedlatosa

por ejemplo: solucién salina fislologica (SSF), soluclén de-Hanks, liquido de Ringer: para«.-‘ e :

mamiferos y para aves, llquldo de Locke, liquido de Bizorero, plasma y amk:oagulames (10)

Reactlvos nutritivos o medios de cultivo

Se usan principalmenle para el desarrolio de cultivos de te]ldos y de células los medlos : . iy

utilizados se pueden agrupar en cuatro grandes grupos
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} Medios esenclales para sobrevivencia inmediata de las células.
b) Medios esenciales para sobrevivencia prolongada de las células.
¢) Medios esenciales para el crecimiento celular indefinido.
d) Medios esenciales para funclones especializadas.
Los méas usados son: medio de Eagle, medio de Earle y medio 199 (12).

Reactlvoas alsladores

Rompen total o parclalmente los distintos puentes de unlén que mantlenen a las
células unidas y formando al tejido, Los mas empleados son: hidroxido da sodio al 40% , acido
nitrico a! 25 % 6 30 %, liquido de Schiefferdecker, acido sulfurico concentrado o al 5 %, tripsina
al0.25 % y (10),

Reactlvos ablandadores

Estos reactivos disminuyen la dureza del tejldo, por la extraccion o disolucion de sales
minerales propias de la estructura ¢sea o dentaria, o bien por el reblandecimiento de las
estructuras cullculares duras, Entre los mas comunas lonemos; écido nitrico al 5 %, 4cldo
clorhidrico al 10 %, acido picrico en solucién acuosa saturada, acido férmico al 30 % y écido
tricloroacético al 2 %, entre otros (10).

Reactlvos fijadores

Tanto en histologia come en histopatologia, la mayor parte de las muestras que se
procesan, son fijadas anles de ser examinadas o bien de ser procesadas.

Los reactivos ljadores previenen la autdlisis' y la descomposicion producida por
agentes bacterlanos, mediante la coagulacion y/o pracipitacion de las proteinas, conliriendo al
tejido estabilidad por fa formacién de puentes de unién (grupos amino, imino, amido, peptide,
guanidilo, hidroxilo, carboxilo, sulfhidrilo y anillos aromaticos), formando asf un gel, que hace
posible el manejo en los subsecuentes estudios da la téenlca histoléglea (1,6).

La cualidad esencial de un buen lijador es su poder de penetraclon, es decir, que
pueda lijar a! mismo tiempo zonas profundas y las capas superficlalos (13),

Ningun fljador por s solo posee todas las cualidades deseables, por lo:que se utiizan
fljadores almplen; constituidos por una sola sustancla: quimica, o comptuestos o mezclas
flladorae; cuando varias sustancias Intervienen en su constitucion. La eleccion de un tijador -~ -
suele estar determinada por el tejido en particular o su componente que sevaa esludlar y por
su método de tincidn que se usara (1, 14) , ‘
Algunos de los reactivos flladores méas usados son:

Formaldeh(do en solucién, 4cldo pferico, etanal, metanol acetona, cloroformo, acldo
acético, bromuro de amonio, bicforuro de mercurio, bicromato de potasio, triéxldo da cromo y
tetradxldo da osmlo, nitrato de uranlio, nitrato de plomo, clorure de cadmlo, nitrato de cobano, ‘
dioxano, Isopropanol, paraformaldehido y glularalde hldo (10),

Reactivos aclarantes ‘ :
Actiian borrando o moderando los Indices de refraccién (es un medida de la densidad
dptica de un objeto o la velocldad con que es alravesado por una. onda. luminosa) de los .

elementos tlsulares. Mientras menos contraste mas claros aparéceran y més {Acil sera la B

apreclacion de los elementos coloreados. Los reactivos mas usados en el Iaboratorlo son:
xlleno, tolueno, benceno, cloroformo, butanol y creosota ' (1,5).

Reactlvos opacantes : L
Actlian de modo contrarlo a los reactivos aclarantes, oscureclendo el contorno celular
y robando transparencia a la preparacion, Este efecto’ es Util cuando se observan células.




sueltas, llamentos libres y superficies que exhiben expansiones delicadas. Entre estos
tenemos: al aire, agua, alcohol y eter (5).

Reactivos colorantes e impregnaderes

Los reactivos colorantes son sustancias que ceden o conlieren su color a olras
sustancias o estructuras. Esto permite distinguir y diferenciar las estructuras que son
opticamente Invisibies anles de ser coloreadas (10).

Los colorantes se clasilican;
A) Porsu origen:
a) Colorantes naturales:
1) Animales: Carmin de la cochinilla
2) Vegetales: Hematoxilina del Hematoxilum campechanum (palo de
campeche)
Orceina de los liquenes
Salranina del azafran
b) Colorantes arlificlales, conocidos como colorantes de anllina, colorantes de
carbon ¢ colorantes sintéticos:
Eosina, azul de metileno, fucsina 4clda, cristal violeta, azul de anilina.

B) Porsu pH:
a) Acldos: eosina, cldo picrico, verde luz, naranja G, carmin de indigo
fucsina acida
b) Basicos: hematoxiiina, rojo nuclear sélido, fucsina basica y azul de
toluidina.
¢) Neutros: Sudan |l y IV, Sudan B, rajo de acelte, azul de metileno (10,14,15).

Los reactivos Impregnadores se depositan selectivamenta, an clortas estiucturas del
tejido, para después sufrir una reducclon en su estructura quimica. Estos reaclivos son el 4cido
osmico, el nitrato de plata amoniacal, el cloruro de oro y el bicromato de potasie (5).

Reactivos conservadores

Son aquellas sustanclas que protegen las preparaciones permanentes y perecederas,
de la putrefaccion, la pérdida de color y de las alteraciones que puedan sufrir. durante las
maniobras de obtenclén, fijacién, corte y coloracion. No se debe con(undlr con los reactivos
fijadores, .Como ejemplos podemaos mencionar. a la glicerina, bélsamo de Canada; licor de
Ferrant, sclucién de Von Apathy y las resinas sintéticas (10).

c) Equipo y material de laboratorio

Se ilamara equipo a los distintos aparatos que se requieren en algiin momento para' o
calentar, enftiar, Inclulr, cortar, fiotar y colorear las muestras que se trabajan, y por-otro lado,.
como materlai de laboratorio, a la cristalerfa y a los distintos utensllios:que.se necesltan para_
preparar y aplicar los distintos reactivos en la técnica histoldgica

Equipo

o Pinza, pincel, navaja

» Eslula bacleriologica

o Moldes Individuales de plastico o aluminio




» Baiio de flotacion
¢ Charolas
+ Estufa o platina eféctrica (5,17).

Materiai de laboratorio (cristalerin)

Vasos de precipltados

Matraces graduados y no graduados
Probetas y plpetas graduadas

Calas de Petrl, Cajas y vasos de Koplin
Frascos goteros

Frascos con tapon esmerilado para reactlvos
Cristalizadores

Vidrlos de reloj

Frasco de boca ancha con tapon de rosca
Cubreabjetos y portaabjetos

Embudos y papel flitro (&).

d) Técnicas de estudio

Las técnlcas de estudio en histologia e histopatologia, se dividen en dos grandes
grupos: las técnicas inmediatas, vitales o practicadas en organismos y tejidos vivos; y las
técnlcas medlatas, postvitales o practicadas en organismos y tejidos muertos (14).

Técnicas inmediatas o vitales

Por técnica inmediata o vital se entiende la observacién microscoplca de los elementos
anatdmicos, hecha directamente sobre los elementos vivos; o al menos en un estado lo més
préximo posible al que presentan durante la vida (14),

1. Organismos vivos, sin coloracion.
A, Tejldos Integros ‘
a) Organos transparentes (mesenterio, lengua y pulmén de rana)
b) Liquidos organicos (plasma, liquido cerebroespinal)

c)- Explante de drganos (higade de pollo, membrana sinovial)
B. Tejidos disoclados:
a) Cultivos celulares

2, Organismos vivos, coloreados:
a) Goloracién vital
b) Coloracién supravital (1,10,14)

Técnicas mediatas o postvitales

En organismos y tejidos muertos

Técnlcas para hacer preparados permanentes: L
Un preparado permanente deberia mostrar la mlsma organlzacion monologlca y‘ :

composicion qufmica que tenfan cuando estabai vivas las células. Sin embargo. esto no es. ‘
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posible, y por ello todos los preparades histoldgicos presentan artefactos que son
Imperfecciones producidas en las células por las téenicas utilizadas (16).

El corte histolégico es un preparado permanente, el cual se prepara rebanando una
porcién pequefia de tejide ljado para ebtener un fragmento muy delgado, que después se tife,
se monta en un medio con un indice adecuado de refraccion sobre un portaobjetos y
finalmente se cubre con un cubrecbjetos, Los diversos modos en que se puede preparar los
cortes constituyen la técnica histolégica (1),

1) Fljaclon

Es la primera etapa para la obtencion de un preparado permanente y tiene como
objetives; 1, Coagulacién o preclpitacién de los constituyentes celulares sin que estos se
diluyan, desintegren o alteren. 2. Accién mordente, para producir condiciones de superficie en
las estructuras lijadas, quo las capaciten para retener los colorantes que las hacen visibles, y 3,
Endurecimiento, para que resistan el corte (13).

2) Deghidratacion

El propésito de la deshidratacién es remover toda el agua libre del tejido fljado y
lavado, y reemplazarla con un solvente orgénico y esto se logra sumergiendo el bloque en
alcoholes de concentracion creciente, hasta que ya no contenga agua sino solo alcohol
absoluto,

3) Aclaracion

El solvente mas utilizade en el aclaramiento es el xileno, Se pasa la pieza de tgjido
deshlidratado con alcohol etilico, a través del xileno en cambios sucesivos, hasta sustitulr al
alcohol por el xlleno en la preparacion para 1a inclusidn. El uso de xileno es necesario porque el
alcohol etilico no es misclble con el medio de Incluslén (paralina), y el xlleno es miscible con :
ambos (6,11,).

4) Incluslon v
Antes de proceder a cortar las piezas fijadas, deben ser |nclu|das en un medio que .
confiere solidez, elasticidad y coheslon al tejldo. Este medio de Inciusion’ debe ser lo mas
quimicamente neutro posible para no afectar la coloraclén y/o impregnacién del tefido a nivel
celular. Existen varios medies de Inclusién, siendo uno de los mas utllizados'lé para‘ﬂna‘y la
resina sintética; la Inciusién en celoidina, se recomiendan para ‘materialesde- grandes .
dimensiones o excepcionalmente duros y la Inclusién en gelatina, se utlliza como: método previo
para mantener unidos diferentes elementos heterogénaas, que deben cortarse por congelacién ‘
(7). :

6) Microtomia -
Los bloques de parafina, que contiene los tejldos incluldos, son secclonados pOt ia
cuchilla de acero del aparato llamado micrétomo, obtenféndose.generalmente cortes de 3a 8

" um de espesor. Estos cortes son extendidos en agua callente y después adherldos en lémlnas o

de portacbjotos (esto se explicara mas adelante) (18).
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6) Coloraclon

Se realiza con el fin de conocer la morfologia de todos los constituyentes de un tipa
celular, mediante diversos preparados que revelan determinadas estructuras. La mayoria de
los colorantes en histologia se comportan como acidos o basicos. Sin embarge, no son
netamente acidos o bases, sino sales neutras que se disuelven en agua, en la cual se disocian
dando aniones y catlones, que se uniran a la superiicle o estructura de la preparacion (8,16).

Para que una sustancla funclone como colorante debe contener dos clases de grupos
quimicos activos cremdfllos y auxocremos. Los grupos cromélilos Imparten ia propiedad de
color y los grupos auxocromos le confleren al colorante la capacldad de unirse al componente
celular y para disolverse y disoclarse en el agua (13).

En clertos casos es necesaria una sustancla adiclonal para facllitar la reacclén de
coloraclén. Tales sustanclas, llamadas mordentes, normaimente son sales de metales di y
trivalentes; entre ellos estan los sulfatos dobles conocidos como alumbres; la sal es capaz de
combinarse con la estructura celular y con ol colorante (13).

Et tipo més simple de coloracién es la tincién progresiva, en la que la intensidad del
color que se Imparte es proporcional al tiempo de inmerslon en el colorante, Otro tlpo de
coloracion es la que se denomina regresiva; ésta permite un exceso de tinclon para después
obtener ¢l dptimo mediante una diferenciacion con etanol y cidos. Este proceso se denomina
diferenclacién (13,14). :

e) Técnicas especiales de preparacion

Impregnacién _

La impregnacion metalica se basa en la produccion de un fino precipitado de metal
sobre determinados elementos de los tefldos. El metal puesto en contacto con ellos bajo'la
forma de solucidn salina es reducido en parte por la acclon propla del tejido y en parte graclas
a substanclas reductoras tales como la luz (19).

Coloraclones en bloque :
Este método muy usado en otros tiempos, es aun utilizado, aunque poco,
principalmente para el estudio de animales enteros, Las coloraclones en bloque son sobre :to'do'
directas, simples y progresivas y deben ser aplicadas con colorantes muy penetrantes como el
carmin y la hematoxilina, Este procedimiento es muy econdmico y permite montar los cortes
inmediatamente, pero no se oblienen nunca coloraclones tan delicadas como la tinclén sobre
los cortas. R ~

Cltologla exfollativa o v :
Es el estudio de las células, especificamente abarca el examen microscéplco delas

células Individuales que se han exfoliado de un determinado tefido o estructura. A diferenclade: =

la histopatologfa, ia cltlogia no evalia la arquitectura de un tefido en aigunos casos no puede
tener utilidad dlagnéstica. La citologia puede utilizarse para - dilerenclar -las -lesiones
Inflamatorias de las no inflamatorias, © una lesion inflamatoria de un tumor neoplasico. El - '
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analisis citologico permite electuar un diagnéstico muy especilico y, para determinar muestras,
como las de médula 6sea o tumores de células cebadas, puede ser de mayor utilidad que un
examen histopatoléglco. La citologia es un complemento y no un sustituto de la histopatologia
(20).

Las muestras para estos estudios pueden ser: sangre, secreciones vaginales,
cervicales, raspados conjuntivales, lavados traqueales, sedimento urinarlo, . liquido
celalorraquldeo, improntas, biopslas con aguja fina, al lgual que asplrados y secreclones de
cualquier parte del cuerpo (21)

Histoquimica

El depdsito do colorantes especilicos en determinadas regiones sea resultados de
propledades quimicas o fisicas proplas del tejldo, constituye la base de la histoquimica. El
objetivo de la misma es ta localizacién de areas especllicas o compenentes celulares de los
compuestos quimicos ya conocidos por medio de anélisis bloquimico, El la actualidad se
dispone de métodos histoquimlcos para muchas sustancias Inorgénicas y organicas. Ejemplo
do las primeras es |a adaptaclon de la reaccidn del azul de Prusia para el descubrimlento del
hierro (1),

Inmunocitoquimica

Esta técnica es utll para la microscopla de iuz y electrénica para |dentiticar y localizar
substanclas potencialmente antigénicas (prolelnas, pollsacaridos). El extracto purificado-de la
substancla deseada se propara e Inyecta como un antigeno (Ag} en otro animal. Este
desarrolla una respuesta inmunitaria y anticuerpos (Ab), Los anticuerpos se afslan 'y purifican.
La naturaleza del proceso siguiente ost4 determinada por la técnica ihmunoquimica usada. En
la técnica directa de- anlicuerpos fluorescentes se une un- coloranle fluorescente, como e *.
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) con el anticuerpo. El complejo FITC-Ab. se Une al
espécimen muestra Y con lavados subsecuentes se eliminan los reslos del reactivo excepto el
que esta unido a el Ag-Ab-FITC, El examen con luz ultravioleta demuestra ﬂuorescenc|a enla
jocalizacion del antigeno (21), :

Los marcadores usados en esla {¢cnica no se limitan a coloranles nuorescentes. La
enzlma peroxidasa puede conjugarse con ¢l. anticuerpo o la anliglobullna. La visuallzaclén del
complejo reactivo confirma la actividad de peroxidasa (21). :

Esta técnica es util en el dlagnéslico bacteriano, pero tamblén pueden usarse como‘ o

antigenos muchos materiales histolégicos, como hormonas hipoflsiarias, factores de liberacion
hipotalamicos, Inmunoglobulinas especiticas y otros. Con esta técnica puede locallzarse
cualquier substancla corporal que pueda Inducir una respuesta humoral de nnlk:uerpos en otro
animal (21). L

Radloautografia

Esta técnica se basa en la sensibilldad de las emuisiones Iotograllcas alas rad!aclones
lonizantes, Como en tas células no exlsten normalmentes elementos radiactivos, si a un teldo de
un organismo se le suministran de modo (que solo se incorporen a una o varlas sustanc|as i
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determinadas), se puede seguir ol camino de dichos isétopos por el tefido y, por lo tanto, de
dichas sustancias, viendo a que tipos celutares del tejido en estudio se incorporan y, de esas
células, a qué organeios o estructuras celulares lo hacen, y seguir, de este modo, la
transformacion de dichas estructuras (22),

f) Procedimientos de conservacion

La proteccion de los corles tenldos se consigue mediante el use de cubrecbjotos. Los
cortes tefildos no aguanian la desecacion, y s preciso interponer entre ol portaobjotos un
medio de montaje que retna una sorie de condiciones (17)

El medio de montaje protege la preparacion tefiida de las leslones fisicas y del
aclaramiento o deterloro del colorante a consecuencia de las oxidaciones. £l mejor medio de
montaje debe tener un indice de refraccion parecido al cristal, ser completamente miscible con
el xileno y 1olueno, Inerle quimicamente, y no cambiar de pH ni de color; debe solidilicarse sin
deformar o encoger los cortes de tejidos, y sin producir granulos o grietas, ni- dafar los
colorantes, ni modificar ¢ color con el tiempo. Un medio de moniaje de este tipo pertenece a la
calegorfa de permanenie; también se conoce cieto nimero de medios de montajes temporales
o semipermanentes (23),

Técnica de montaje permanente

E! portacbjetos con el corle se saca con pinzas-del bafie de xileno; primero se limpian
los extremos, para poder ver el nimero grabado con diamante, lo que permite identificar la cara
superlor (sobre la cual se encuentra ¢l corte). La cara Inferior s seca con un pafio limplo, seco
y suave, y lo mismo se hace con la cara superior, hasta 2 6 3 mm de los bordes del corte. Con
un pequeic agitader de vidrio, se coloca en el ceniro de un cubreobjetos de tamafio. -
convenlente una pequefia cantidad de medio de montar, Luego, el portaobjetos se pone vertical -
sobre su lado mayor, locando el borde del cubreobjetos y se Inclina graduaimente con.el corte -
hacla abajo, hasta tocar el medio de montaje sobre el cubreob]etos En este momento el medio
de montaje se extiende rapidamente sobre todo el corte todavia hiimedo de xileno y. alcanza -
los bordes del cubreobjetos (23), :

La cantidad de medio de montaje que debe penerse sabre el cubreobletos se aprende
con la experlencla: st se pone demaslado, sobresale de los limites de! cubreobjetos, y debe

cuidarse cuidadosamente con la ufia cublerta con un pafio fino mojado en xileno. (Si‘se.u“tmza . el

demaslado poco medio de monlaje, o esta demasiado diluido, en el momento del secado se ‘
retraa de los bordes del cubreobjetos, y debe rapetirse el procadimiento, qullando prlmero el ‘
cubrecbjetos en un bafio de xileno, A veces pueden verse regiones nebulosas en fos: cortes -
montados; se deben a la humedad, y significa que la deshidratacién no ha sldo suticlente. En-

este caso, el cubreobjetos debe remcjarse en xlleno, luego se vuelve a deshldratar : R

preparaclén en dos bafios da alcohol absoluto, se pone en dos. bafios més de xileno y s0
vuelve a montar (23). : e

Otra diffcultad con que tropleza el princlp|ante esla presencia de burbu}as de alre'en eI :
corte montado. S existen muchas burbujas. de aire, es mejor repetlr el prog;edl_mlenlo; sk
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solamenie oxisien una o dos pueden ser cxpulsadas por presion ligera sobre el cubreobjelos,
ulilizando la punta de una aguja de montar (23),

Medios de montaje permanente
Son resinas sintéticas o naturales (ver en reactlvos conservadores),

Medios de montaje semipermanentes y provisionaies

Para clertas preparaclones es Imposible utilizar un medio de montaje permanente de
resina disuelta en xileno, porque éste disucive los colorantes principales; son ejemplos de este
caso los colorantes de las grasas (grasas neutras teflidas en cortes por congelaclon medlante
rojo de acelte, Sudan IV, etc.). {ver en reaclivos conservadores) (23).

Seilado de montajes provisionaies y semipermanentes

Las preparaciones montadas como las que se emplean para grasa, metacromasla y la
mayorfa de las reacclonas citohistoquimicas, se pueden proteger y volver mas permanentes
sellando (redondeando) los bordes limplos y secos con distintos reaclivos. Estos incluyen jalea
de glicerina, solucion de Von Apathy, parafina séilda, barniz para ufias o cuaiquiera de los
numerosos pegamentos caseros. Es ventajoso un aplicador metélico en forma de T que pucde
prepararse a partir de lamina de cobre gruesa de 3.5 mm de espesor (23).

1
n
i
i




UNIDAD Il
APARATOS DE OBSERVACION Y DE CORTE

a) Aparatos de observacion

Microscoplo compuesto

El microscoplo campuesto difiere del microscoplo simple en que, en vez de que el
objeto se abserve directamente a través de una lente de aumento, primero se produce una
imagen real mayor del objeto y después se utiliza una segunda fente de aumento para observar
esla imagen. La primera lente que produce la Imagen real del objeto (imagen primarla) se
conece como objetivo y la segunda lente, la que se ullliza como lente de aumento {imagen
secundarla que percibe el ojo) sc llama ocular (24).

Todo microscoplo compuesto comprende una parle.mecdnicn, que sirve de soporte y
una parte Gptica constituida por tros sistemas de lentes: el condensador, el abjetivo y el
ocular, Ambas se complementan y deben ser lo més perfectas poslbles para obtener ol mejor
rendimiento (5)

La parte mecanica comprenda el ple o ostallvo, el brazo o columna, la platina y ef fubo
principal, La parto dptica consta de espejo o prisma, que refleja la fuz de {a Jdmpara, ademas
del condensador, obletivos y oculares (5).

La funcién del condensador es proyectar un cono de luz en el plano del preparado que
se osta examinando al microscapio. Ei haz luminoso en forma de cono después de atravesar
las céhdas alcanza el objetivo, que proyecta una Imagen aumentada en el plano focal del
ocular, -1 que nuevamente ia amplia. Por ultimo osta Imagen dada por ol ocular puede percibiria
fa retini+ como una imagen situada a 25 cm. del ocular (16).

El aumento total o poder de ampliflcacién del objetivo se determina multlpllcando el
poder de amplificacion del objetivo por of ocular. el aumento méximo que en Ja mayorla de fas
condiciones se puede oblener cercano es de 100 veces (100 X); y la mayorfa de los’
microscoplos compuestos tlenen lentes objetivos que amplifican 10 X, 40 X o 100 X, Estos
lentes estéan montados en una pleza o base rotatorla llamada pleza nasal o revolver, para que
Jos lentes puedan rotar fAclimente y moverse a la posicion que sea necesarlo. La mayorfa-de . -
los lentes oculares amplffican 10 X , aun cuando hay disponibles fentes de 1.5 X a 20 X. Asf, -
utllizando el ocular 10 X con lentes objetivos varios, se obtienen amplmcaclones totales de: 100 _'
X (10 x 10), 400 X (40 x 10) o 1000X (100 x 10), Las ampliticaciones mas pequefias se usan .-
para observar éreas grandes de los objetos relativamente grandes, y las ampliicaciones
mayores se emplean para las observaciones mas detalladas o éreas seleoclonadas de un
objeto (25),

El microscoplo compuesto permhe ldemmcar ol objeto. con mayor detalle s no se
tiene claridad en el detalla, junto con la ampllficacién, la Imagen seré cada vez més borrosa y
poco precisa. Por tal causa es Importante diferenclar la.magnitud en. ja cual aumenta el tamaﬁo C
de un objeto con la imagen, que es la amplificacién y la magnhud con’ que se reproducenl -
flelmente los detalles de dicha imagen , aspecto llamado. resolucldn Esta ulﬂma es ol grado de
separacién que puede detectarse enlre puntos vecinos (detqlles) de la muestra. Cuando la
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distancia que puede distinguirse entre dichos puntos, mayor sera en detalle en la imagen. A
distancias cortas tiene el aspeclo de diferentes entidades para el ojo a simple vista, sélo s
eslan soparados por 0.2 mm (200 pm) o mas, pero si se utlliza un buen microscopio de luz, ¢s
posible diferenciar puntos incluso a 0.25 pm de distancla; ésta es la menor que se detecta
entre dos detalies cualquiera entre un objeto por empleo del microscopio de luz, y representa
su limite de resolucion. La fidelidad con cualquier microscopla reproduce la imagen de una
cosa con fodos los detalles presentes en la pleza es limitada, por que la resolucion esti en
funcion de la longitud de onda de la energia (Juz) utllizada para luminaclon. particular, es
utlizar energia con longlud de onda mas pequefia, quo se logra utillzando un haz de
clectrones (mlcroscopio electrénico) en vez de rayos tuminosos (11).

Obletlvo con Inmersion de acelte, El objetivo de este tipo debe ser llevado en Intima cercania
con la laminilla. Para realizar la maniobra anterior en forma aproplada, en primer lugar se
empleara el tomnillo de ajuste macrométrico, para descienda la platina antes de ajustar en su
sitio ef objetivo de Inmersion en acelte. En este momento se aplica una gota pequefia del aceite
al cubrechjeto, en tanto so rastrea la pleza con el objetivo de un lado a otro, y la platina se
elova hasla que el objetivo haga contacto con el aceite. Después se enfoca con el torpilie
micrométrico, hasta que se observe la preparacion, (11).

b) Tipos de microscopia mas empleados

Microscopla de contraste de fases

Aungue las estructuras sin colorear no absorben la iuz, la modifican, retrasando
algunas longitudes de onda méas que otras, De este modo, la luz puede penectrar en un
preparado estando en fase es decir, con las crestas y los valles de las ondas integrantes en
correspondencia; pero 10s componentes del espécimen, que poseen distintas: densidades
dpticas retrasan las ondas en forma diferencial y celocan unas fuera de fase respecto de otras,
Estas diferenclas de fase no son percibidas por el ojo-humano. La funclén del microscoplo de
contraste de fases consiste en transformar las diferenclas de fase en diferencias de ‘amplilud,‘
combinando las ondas retardadas con las que no estan en fase, lo cual anula o dlsmInUye .
amplitud de las ondas retrasadas, EI microscoplo de Contraste de fases permite asf observar
detalladamente la sustancia sin colorear; y de esta mancra resulta adecuado para esludiar las

células vivas (26).

Microscopla de campo oscuro ~
Este microscoplo tamblén produce contraste en el materlal no tefiido. Su eﬂcacla s
basa en la exclusion del haz de luz central.que llega al objetivo desdo el condensador enel

" microscoplo de luz visible, En camblo, aqui el espécimen és iluminado por la luz que viene en

forma oblicua (desde los costados). Si exlsten objetos de mayor densidad dptica que el medlo_

que los rodea como, por ejemplo, bacterlas que se muevan en un medio liquido, desviaran la
luz en ol objetivo del microscopio y apareceran como iméagenes brlllantes sobre un fondo
obscuro, E| electo es similar al de las panticulas de polvo que se ven en un haz de sol en una-
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habitaclon obscura. Esta técnica que revela poco o nada de la estructura inlerna de las
particuias brillantes, especialmente para la ldentificacion de las bacterias moviles en liquidos, y
muchas veces se la ha reemplazado por la dei microscoplo de contraste de fases (26)

Microscopia de interferencia

Este microscoplo se basa en principios similares, que los anterlores, pero tiene Ia
ventaja de proporclonar resultados cuantitatives. Con este microscoplo se pueden determinar
camblos en el indice de refraccidn, y las varlaciones de [ase se pueden reflejar en camblos de
color tan acentuados que una céiila viviente es capaz de aparecer coloreada (22).

Una varianle de este microscopio es el microscoplio de Nomarskl, en el que ei rayo de
luz tras atravesar cl objeto y el objetivo, per medio de un prisma birrelringente, se. divide en dos
rayos que Interfleren enltre sf. La imagen resultante tiene un electo de relieve caracteristico.
Este mlcroscople es particularmente util en el estudio Invivo de las células (22).

Microscopla de luz ultravioleta

Se basa an el empleo de uz ultravicleta en vez de luz visible. Su sistema 6ptico suele
ser de cuarzo, puesto que el vidrio optico tlende a absorber la luz ultravioleta, La imagen
producida por la radiaclones en el ocular del microscoplo se registra en un {iime fologréfico, ya
que la luz ultravioleta-es invisible y dafa la retina. El valor de este microscoplio reslde en el
hecho do que clertas estructuras celulares muy Importantes, en. especlal las que contlenen
acldos nucleicos, absorben la luz ultravioleta y pueden asi ser demostrados. Como ia longiud
de onda de la luz ultravioleta es mas corta que la de la luz visible, este mlcroscoplo posee una
resolucion algo superior a la del microscoplo comin (1,26 )

La luz ultravioleta tamblén se emplea en la mfcrosoopla de Iluorescenola Muchas
suslancias tienen la propiedad de- emilir luz visible cuando se lrradlan con' rayos: Invislbles, :
Cuando la luz ultravioleta se enfoca sobre una de cstas muesiras, ésta brilla’y se. puede
observar por su {luorescencia emitida, La fluorescencia se puede presenlar ensu |orma naturai
dentro de |a muestra o puede ser resultado de Introduclr colorantes lluorescenles que se Ilgan :
a clertos componentes especiticos de ella (1). e : ‘

Microscoptla elactronica _
En fislca se establece que el iimite de resolucion, es decir. la resoiuclén méxima. del
microscoplo comiin o de luz, es de 0.2 um, aproximadamente, que es Impuesto poria longltud

de onda de la luz visible . Sih embargo el descubrimiento de que podian utilzarse. lentes

electromagnéticas para "adaplar y enlocar un haz de alectrones, aceierado por voltaie. es muy.
pequefia, y de ese modo, permilé una resoluclén mucho mayor de la que se obtenia conios .
tayos luminosos. Se conocié esta técnica como microscopia electronica, y se basa en el - -
principlo de usar un haz de electrones, en vez de rayos uminosos; El instrumento puede lograr _
resoluciones de 1 nm en muestras b|olbg§cas (1.nm) es lgual a la mlléslma de mlcrémetro o -

micra) (11). '
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Microscoplo electrdnico por transmicidn. Las caracteristicas épticas son las siguientes: los
cleclrones son desviados por los campos electromagnéticos variables de las lentes
clectromagnéticas. Todo instrumento , en esencla , es tubo de rayos catodicos en el cuél se
necesita conservar el vacio por medio de bambeo continuo, porque los electrones hacen viajes
muy cortos en ¢l alre. De un catodo calentado eléctiicamente, que es un llamento de
tungsteno en f{orma do , los electrones se desplazan y son acelerados hacla el &nodo
{generalmefte por una diferencla potencial de 50 a 100 kilovoitios). Et Anodo posee una
abertura a través de la cual pasa el haz de electrongs, para ser enfocado por la lente del
condensador, en la pleza {(11).

Al pasar los electrones por la muestra, algunos s¢ dispersan y dosvian del haz, por
acclon de las pantes electronicodensas de la pieza. Los electrones dispersos son eliminados det

haz por la acclon bloqueante de una abertura finfsima, que esta exactamente por arriba de la -

iente objetivo. Tal abertura tiene como funcién brindar mayor contraste en la imagen, Los
electrones que no son dispersos por fas partes electronicodensas de la muestra, son enfocados
por la lente objetivo para producir una imagen ampliificada de ésta. La Imagen es amplilicada
lodavia més, en primer término, por una lente conocida como fntermedia y después por una
lente de proyeccién que es fa que proyecta la imagen en una panlalla fluerescente o on una
pelfcula fologrdfica para lograr as{ microlotogralias electrénicas (11).

Microscoplo electrénfca de alte voltaje. En este aparalo especlal, Ia mayor aceleracion de
los electrones por medio de una diferencla de potenclal mucho més grande (1000 a 3000

kllovoltios}, Incromenta en grado sustanclal su capacldad de penetrar en los tefidos, y asl usar-

cortes més gruesos o incluso observar lodo ef espesor-de una capa de células en cultivo,

Incluso de 3 micrdmetros de espesor. Este tipo de microscoplo electrénico permite una mayor(

resofucion {0.2 nm) y tamblén la impresidn de profundidad (11).

Microscoplo electrénico de barrido. En el microscoplo electrénice por barrldo 0
tridimensional ef haz de electrones rastiea fa superficle de ia muestra, en vez de pasar a través
de alla, Los electrones reflejados y emitidos en torma secundarla desde un recubrimiento fino
de metal pesado, se fransforman en sefales eléclricas que generan una imagen de la

superficle en una pantalla de televisién. El registro de la lmagen reclbe ol nombre de.-

microfotografia electrdnica por barrido (11),

La lente condensadora se usa para producl un haz angostisimo * a manera de un
laplz” de elecirones, que pasa por una esplral de rastreoque se desplaza hacla un lado y oifo
sobre la superficle de la muestra en movimiento rapido, que corresponde al patrén de rastreo
en ia pantafla de television. En cada sitio en que el haz inclde con fa muestra, se emiten
electrones secundarios desde e recubrimiento do su supaificie, los quei‘son reunldos por
detectores de electrones, y su energla se convierte en una sefial eléctrica, cuya Intensidad so
muestra en la posicién correspondiente en una pantalia de television. E\ haz de rastreo sigue el
mismo trayecto que el punto productor de Imaegen en la pantalla de television y viaja en

sincronia con & para asl generar Ia imagen. Las microlologralias se obllenen al captar la
imagen de la pantalla de television (11).
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Microscoplo electrénico por transimlcién. Las caracleristicas opticas son fas sigulentes; jos
electrones son desviados por los campos electromagnéticos variables de las lentes
electromagnéticas. Todo Instrumento , en esencla , es tubo de rayos catodicos en el cual se
necesita conservar el vacio por medio de bombeo continuo, porque [os electrones hacen viajes
muy cortos en el alre. De un calodo calentado eléclricamente, que es un filamento de
tungsteno en forma de , los electrones se desplazan y son acelerados hacla el anodo
{generalmente por una diferencla potenclal de 50 a 100 kilovoltios). El dnodo posee tina
aberura a través de la cual pasa el haz de electrones, para ser enfocado por la lente del
condensador, en la pieza (11).

Al pasar los electrones por la mueslra, algunos se dispersan y desvian del haz, por
acclén do fas partes electronicodensas de la pieza. Los electrones dispersos son eliminados del

haz por la acclén blogueante de una abertura finfsima, que esta exaclamente por arriba de la -

lente abjetivo, Tal abertura tiene como funcidn brindar mayor contraste en la imagen. Los
electrones que no son dispersos por las partes electronicodensas do la muestra, son enfocados
por la lente obfetivo para producir una Imagen amplificada de ésta. La imagen es amplificada
todavia més, en primer término, por una lente conoclda como intermedia y después por una
lente de prayeccion que es la que proyecia la imagen en una pantalla fluorescente o en una
pelfcula fotografica para lograr asf microfotografias electrénicas (11).

Microscoplo electronico de alto vollaje, En esle aparato especial, Ia mayor aceleraclon de

fos electrones por medio de una diferencia de polencial mucho mas grande (1000 a 3000

kllovoltios), Incrementa en grado-sustanclal su capacldad de penetrar en los tefidos, y asl-usar
cortes més gruesos e Incluso observar fodo el espesor de una capa de células en cuitivo,
Incluso de 3 micrémetras de espasor. Este tipo de microscopio elacirénico permite una mayor
resolucién (0.2 nm} y también fa Impresién de profundidad (11} ' . :

Microscoplo eleclrdnico de barrido, En el microscoplo . electrépico  par barrjdo‘ 6,

tridimansional el haz de electrones rastrea la superficle de la muestra, en vez de pasar a lravés

de efla. Los electrones rellejados y emltides en lorma secundaria desde un recubrimiento fino

de metal pesado, se transforman en sefiales eléctricas que generan: una Jmagen de la

supetficie en una pantalia de televisién, E! registro de. la Imagen rectbe el. nombre de

microfolagraffa electrdnica por barrido (11).
La lente condensadora se usa para produclr un -haz angost!slmo *'a manera de un

laplz" de electrones, que pasa por una espiral de rastreoque 50 desplaza hacia un Iado y olro‘ ,
sobre (a superlicle de la muestra en movimiento répido, que corresponde al pa!rén da rastreo

en la pantalla de televisién, En cada sitio en que el haz incide con la misestra, s¢ emiten. .
elecirones secundarios desde el recubrimiento de su. superucle. los que 500 reunidos por

deleclares de electrones, y su enetgla se convierts en una sefial aléclrica, cuya lntensldad se..

muestra en la posicién correspondiente en una pan!alla de telavision. E1 haz de ras!reo slgue elr L

mismo trayecto que el punto productor de Imagen en la pantalla de lelevlsfén Yy vlaja en.

sincronia con & para asl generar la Imagen. Las microfotograllas se ob!lenen al captar Ia
imagen de a pantalla da televiston (11).
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Las microlotogratias por barrido san mas faciles de Interpretar que las de transmision,
porque muestran la estructura en tres dimensiones. Sin embargo, la capacidad de resolucion
del microscoplo por barrida no es tan grande como la de! microscopio de transmisién (3 a 5 nm
en ¢! microscoplo de barrido, en comparacién con 1 nm def microscoplo de transmisién) (11).

¢) Técnica de observacion segin Kohler

1. Sublr completamente el condensador con la lente frontal introducida,

A

=

T

2. Enfocar la preparacion con los objetivos 6,3, 6 10.

- y A \

) r)
e,

A

3. Observar y cerrar e! dialragma dispuesto en el pie del microscoplo. .




4, Bajar algo el condensador, hasta obtener maxima nitidez de la imagen del diafragma.

5. Centrar el dialragma de campo luminoso en el campo visual, recurrlendo a los dos tarnillos
del condensador.

6. Abrir el diafragma de campao luminoso casl hasta el borde del campo visual, centrarlo con
exaclitud y abrirlo hasta que desaparezca detras del borde del campo visual,
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8. Inserar el filtro azul, regular la Intensidad de la luz con el contral de voliaje ¢ bien con la
ayuda de ies filtres neutres.

8. A cada cambio de objelivo: a) enfocar con el micramétrico. b} Contrastar con el dialragma .

del condensador.

10. Al utillzar objetivos panoramicos de baje aumento (lupas) 2.6 X 3.2 X 4% 65 X reballr ia
lente frontal del condensador sin alterar su altura (27).

d) Aparatos de corte

Micrétomos

horizontal (23)

Son maquinas o Inslrumemos constituldos para obtener léminas muy delgadas, s
(cortes) de tejidos. Segtin el tipo de trabajo, la forma en que se hizo la preparaclén yla . ‘
inciusion del tejido, se emplean muchos tipos de micrétomos; algunos estan adapiados para | an’ o

trabajo especlal. Generalmente, se consideran cinco clases de micréiomos 1) de

desiizamlento; 2) rotatorios, 3) de balanceo; 4) de congelacién (crlotomo), y-5) para cortos A
uttradelgados que se usan en microscopla electrénica,- Estos pueden ser subdivididos segin = . e
que las cuchilias sean mévlles o lljas, o también segun el piano de secclén sea vemca| u’ B m




21

Micrétomo de desllzamlento. Los aparalos de este tipo, con cremallera vertical, fueron
introducidos en 1798 por Adams, Ahora se dividen en un tipo en el cual la cuchilla es mévll y
otro en el cual la cuchilla se mantiene entre pinzas. La variedad con cuchilla fija, donde lo que
se desliza es la pleza do tejido, resulta superlor para usos generales. Schanze, hace
aproximadamente un siglo, disefid un sujetador de cuchliilas ajustable lanto para &ngulos de
deslizamlento horizontal como de deslizamlento angular, Este ‘micrétomo (Leitz o M.S.E. Base
Sledge Plano) es el preferido ya que es rigido, resistente, de disefio y construccién sencllios,
facil de mantener, y que calidad de los cortes obtenidos con &l es dificimente igualada por la
de cualquier otro Instrumento, Asimismo permite obtener grandes cortes y resulta tacil hacer
cortes serlados (23),

Micrélomo rolalorio. Fue inventado por Minot en 1885-1886, EI microtomo rotatorlo es
probablemente el més empleado en Norteamérica (1o que dice mucho de su calldad), En el
micrétomo rotatorlo, sélo puede emplearse una longitud de cuchilla relativamente pequeia, y Ia
cuchllla ocupa una stuaclén peligrosa (con el filo hacla arriba). Ademds: su disefio y
canstrucclon son complicados, lo que significa un costo elevado. Realiza corles en serigs y la
mayor parte de los Investigadares lo encuentran mas rapido en caso de-cortes numerosos de
bloques ordinarios (23).

Micrétomo de balanceo. Este micrdlomo fue Inventado por Caldwell y Trefali.en 1881,
Probabiemente es ol tipo mas simple de todos los microtomos; el blogue de tefido so monta en
el extremo de un brazo mévll de resorte y la cuchilla se mantiene tigida en posicién horizontal
con ¢l filo hacla arba y Ilgeramenle Inclinado hacia el blogue. Este micrélomo se usa
ampllamente en el Reino Unide, donde se le considera muy salistactorio, especlaimente en la
preparacioén de cortes serlados. Féciimente pueden obtenerse con él series de 60 a 90 corles;-
éstos sin embargo no son absolutamente pianos, si no que muestran un Ilgera curvatura (23)

Miarélomo por congelaclén. En general posee una cremallera central sobre la cual se coloca
el sujetador dei bloque, el cual es perforado y unido por un tubo-a un'cillndro conteniendo

biéxido de carbono. Una simple valvula permite la lberacion de chorros rapidos e Inlermitentes

de biéxido de carbono que congelan el bloque y el tefido. La cuchilla suele Ir montada en un. -
pivote por encima del bioque. Este tipo de montaje fue Iniclado por Quecket en 1948 (23),
Procedimiento de cortes por congelacion, mediante dos variantes de micrétomo de congelacién :
Criostato '

1, Encenderio a 95°C de 1 a 2 horas

2. Balar ia temperatura a - 15° C durante 24 horas

3. Introduclr la cuchllia, pincel, aguja o portacbjetos _

4. Impregnar la pleza en solucién saturada de sacarosa o azicar comiin durame 24 hooras

5. Pegar ia pleza al portacbjetos dei criostatoy congelar - :
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6. Aproximar la pleza a la cuchilla para cortarla, ajustando el angule de Incidencia para obtener
cortes sobre la superficie del protector de acrilico

7. Recuperar los cortes con el pincel y llevarlos a una solucidn fijadora, o se pueden recuperar
del protector de acrilico con un portacbjetos limpio, que este a temperatura ambiente

8. Contlnuar ef proceso con la técnica elegida (28).

Crictomo

impregnar la pieza en una solucién saturada de sacarosa 0 azlicar comtin

2. Abrir la llave del gas para enlriar y congelar, unas gotas de Jjarabe en el portacbjetos del
criotomo

Colocar la pleza sobre la supetficie ya preparada y abrir el gas para congelar la suporicle
Deslizar la cuchilla para obtener cortes que no se enrollen o se fragmenten

Recupetrar los cortes con un pincel y depositarios en un vidrio de relg), con el fijador clegido
Continuar el proceso con la técnica elegida (28).

—_
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UNIDAD i
A. OBTENCION DE MUESTRAS
a) Obtencion de la muestra

Las muestras de tojido que se recolectan para los distintos procedimientos, en
histologfa e histopatologla, se deben manefar de acuerdo a su origen, tamaio y tipo de
procesamiento que sulriran posteriormente, por lo que [a calidad y resultado de una técnica de
estudio o dlagnéstico dependera directamente de la correcta obtencién de las muestras y del
mancjo, que se les de Inmediatamente después de colecladas (20).

b) Toma y fijacion

Frotis

La sangre o el exudado, se debera homogeneizar bien, agitando suavemente para
colocar una pequeiia gota en uno de los cxtremos del portaobjetos, el cual debe estar sobre
una superlicle sélida y plana. Con otro portaobjetos con borde osmerilado (para extender), se
coloca el extremo contra la superlicie del primero, sosteniéndolo a un angulo de 30°
aproximadamente y deslizandolo suavemente, para extender la gota. Se seca al alre y se fija
con alcoho! motilico, 5 minutos. El método seguido para la preparacion de los frotls no es
importante si el resullado es una capa de espesor unicolular con células separadas unas de
olras (29,30).

Cltologia exfollativa
Los métodos de preparacion en el portaobjetos son;

a) Blopsls por aspiraclon con aguja fina,

Esta técnica se realiza para la puncon y asplracion de masas solidas, con una aguja y :

Jeringa calibre 20 6 22 de una pulgada de largo. Se realizan medidas asépticas de'la zona.

Después se sujeta la masa firmemente y se introduce la aguja en cl centro de la mlsma, se-

aplica presion negativa (esto se logra jalando el embolo da li Jeringa) que abarque % de la

capacidad de la Jeringa, esta preslon se mantlene durante todo el proceso, la aguja se debe’

redirlgir a varias zonas de la lesién procurando que la aguja no salga en ningiin momento de. la

masa de tejido, esto con la finalidad de obtener una pablacién celular representativa de fodala
zona, cuando so consldera que la muestra es suficlente se libera totalmente Ia prosién negativa
y se reflra la aguja de tejido. El materlal asplrado se expulsa sobre un. portaobjetos,

colocandose un segundo portaobjelos sobre este, una vez hecho esto, por simple adhesion se

expande ¢l material sobre el portaobjetos, y en caso de que €sto no suceda se puede aplicar. :
presidn dighal (suave) para que el materlal se expanda; el ségundo portaobjetos os deslizado ...
suave y rapldamente sobre el primero y es separado (técnlca por aplastamlento. para la

preparacion del frotls) (20,31)

b) Impronta

debe estar lo mas seca y libre de sangre que se pueda, pues el exceso de {luldo disminuye la

adheslvidad de las células al poriasbjetos dando como resultado una escasa celularldad Se .

Puede realizarse de lesiones ulceradas y de blopslas exﬁrpadas durante la clrug!a ya
la necropsia. Se limpla suavemente (con material absorbente) la cara que se.va a imprimir, .
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procede a realizar las Impreslones sobre el portachjetos, éstas se deben realizar sin ejercer
presion al momento de contactar ambas superlicies, procurando realizar varias impresiones en
una sola laminilla (31).

¢} Raspados de superficies epiteilaies

Puede ulilizarse una navaja de bisturf, en donde se coloca la hoja de bisturi
porpendicular a la leslén y se "raspa” muy suave para oblener una pequefia cantidad de
céiulas, las cuales van a ser depositadas sobre un portacbjetos, para ia preparacién del frotis
por la técnica do aplastamiento o como se realiza en las muestras sanguineas (31).

Otra manera do realizar ol raspados es medlante la utilizacion de hisopos (en
superiicies mucosas). El hisopo a utllizar debe ser previamente humedecido en SSF estéri,
esta es Impartante ya que evlla la deshidratacién del malerial o que aste sea absorbido por ol
hisopo durante el raspado. Para tomar la muestra, se frola suavemente el hisopa sobre el arca

de Interés y posterformente este so coloca sobre un portacbjetos desfizandofo con movimlento., :

circulares, sobra toda la laminilla (31).

Nota: el tipo de fijacian de las preparaclones antes menclonadas, va depender de la técnica de
tincion a emplear.

En clologia existen dos métodos de fijacidn:
1) Fijaclén en soco. Se fija ia laminllia ai aire lo mas répido posible, cuando ya esta saeco se

procede a colocar gotas del Hijador o & sumergir 1a laminilla de 3 a 8§ minutos y- finalmente o , k

seca al alre. Este tipo do fijaclén se ullliza para las tinciones tipe Romanowsky (Wrighl
Glemsa)

2) Fllacién en himedo. Una vez reafizado el {rolls se debe sumergtr Inmediatamente en el .

fijador, sin permitir que la muestra se seque y permanecer en e por un periodo minimo de 15
minutos; posteriormente se retira del fljador y se seca. Este tipo do fijaclon: se utllza para las

tinclones como la de Papanicolaou, Hematoxilina - Eosina, Fonlana Masson, Zieht - Neelsen
anlre otras (31). ‘

Muestras para examen histopatolégico : :
Un pequefio fragmento de tejido llamado bloque se obtiane par blopsia, procedimiento

que consiste en la axtraccién de un fragmento, con fines diagndsticos a fa reseccion quirtsgica.

o postmortem. Sf se oblflene la muestra de. un cadaver, es esencial extraerla lo mas pronto

posible después de la muerte, para evitar la autdlisls. Es necesario disecar el te]ido con

culdado, por medlo de instrumentos cortantes, para no deformar su imagen microscéplca (11),
Las muestras de fos diversos érganos deben cortarse con un espesor menor de 1.cm. -

{preferiblemente 7 mm) y deben colocarse en un volumen por-io menos 10 veces mayor de-

solucion de formol al 10 %. E) que sean cortes delgados asegura que ef fijador penetrs do

modo adecuado, Los tejidos deben permanecer en el fijador por lo mefos 24 horas, o el tlempo
indicado para cada mezcia fljadora (32): ; « :

Raspado cuténeo

Se utlliza una hola de bisturl no muy fllosa o un portacbjetos Nmplo EI raspado. debe‘ .
obtenerse de la pariferla de una laslén acliva, de dilerentes sillos y debe. abarcar zonas
profundas de la dermis (en animales vivos has\a que emplecen a salir "pumos" do sannro), ‘
Para estudlos microscéplcos de hongos o ectoparésitos, los raspados se pasan a un reciplente -

limplo y seco sin necesidad de fljartos o se pueden conservar ¢n gﬂcorlna (3,30).

-
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Obtencion de orina

Esta se obtiene por cateterizacion de la vejiga, introduciendo una sonda por la uretra
del animal fo mas asépticamente posible, para evilar la introduccién de bacterias. Otra forma de
obtencién es a la hecropsia, punclonando la vejiga una vez expuesta en la cavidad pélvica, con
una aguja giuesa aspirandola en una jeringa estéril, Se vacia en frascos estérlles de vidrlo o de
plastico (3),

Es Importante que cuaiquiera de las muestras antes mencionadas, sean acompafiadas
de una historia clinica detallada para ayudar al personal de faboratorio, a reallzar un
diagnéstico. Este Informe debe Identillcar 1a especie, raza, morbilidad y mortalidad, sexo, edad
y duefio; debe describir los slgnos clinicos, aspecto macroscopleo, tamafio y localizacion de la
lesion o leslones; debe indlcar si la aleccion habia sido tratada proviamente y si era asf, que
tipo de tratamiento fue administrade y el momente de la recurrencla, dia.y hora, muerte o
sacrificio (32).

Selecclon del materlal de necropsia para estudlo de laboratorlo

La selecclon del materal de necropsia para el estudio de laboratoric depende del
tiempo transcurrido desde la muerte, de la preservacion del cadaver, de las clrcunstancias en
que ocurrid la muerte, de la posible causa de ésta (13).

La seleccion del material aproplado roguiere necesarlamente una historla clinica
adecuada y el conocimiento de los lugares en donde se localizan las sustanclas toxicas;
microorganismos. Los tefidos y otros especimenes. recoglidos se refrigeran y se remiten. al
laboratorio bien empacados tah pronto como sea posible (13). ‘

c) Diseccion sistemética o necropsia

Es Importante tener en cuenta que la necropsia no se lleva a cabo sélo para expener

lestones, tomar muestras y colocarlas rapidamente en formalina o frascos estériies. En cada
necropsla se deben establecer las relaciones estructurales y funclonales refevantes de los

camblos encontrados, Las leslones deben evaluarse junto con la historia clinica antes y durante *
el curso de la necropsia, para llevar a cabo una selocclon de muestras pertinentes que se’

enviaran para solicitar estudios de laboratorio (33).
La necropsla se dividira en tres tiempos principales!

1. Inspeccion externa

Se realiza en el animal vivo, sacrilicado o en el cadaver, ponlendo especial atenclén_
en: ia especle, 1aza, sexo, edad, sefias particulares (color de la capa, manchas, marcas o
tatua]es), el estado de las membranas mucosas de los orificlos naturales, - del lmagumento '

comiin y sus anexos (3)

Las muestras que se pueden recolectan en este momento son:

Liquido celalorraquideo, liquido sinovial, liquido de abscesos cuténeos, biopsla do plel
raspado cutaneo, exfoliacién vaginal, punclén para sangre, recoleccién de parésnos en plel y

conducto audmvo oxterno (3).

-t
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2. tnclslon primaria
Se realiza en posicion decubito dorsal. Se hace una inclsién sobre la linea mediana

sobre la piel, desde la sinfisis mandibular hasta ¢l ano, tenlendo cuidado de no corar o lesionar
los musculos abdomlinales, los drganas genltales y la glandula mamaria. La plel se separa con
los musculos cutdneos, para defar al descubierto la mayor parte de la tela subcutéanea,
musculo estriado esquelético, y nodos linfaticos. A la altura de los mlembros toraclcos se cortan
los musculos pectorales, para qua los miembros queden apoyados sobra la mesa, Para los
miembros pelvianos se Incidiran los musculos pélvicos que rodean a la articulacién de la cadera
para desarticularla y exponer las superficies articulares (33,34).

Se examinan las caracteristicas de la tela subcutanea, los miisculos estriados y de todos los
nodos lInfaticos subcutaneos. Se pueden tomar muestras de la tela subcutanea, misculo
estriado esquelético, nodos linfaticos y ifquido sinovial coxelomoral {34),

3. Inclslén secundaria

Se Inicla con la revislon de la cavidad oral, separande la musculatura del cuerpo de ia
mandibula. Para retraer caudalmente la fengua, laringe, traquea y esdfago, es necesarlo
desarticular del hueso hloldes. En este inomento se examina y se pueden obtener muesiras de
la mucesa oral, faringea, nodos linfatlcos y glandulas salivales, Se retrae la lengua
caudalmente y se cortan a cada uno de sus lades los musculos de! cuello, a lo largo dei -
frayecto de la fraquea, se examinan y muestren la tiroldes y paratiroldes (3).

Cavidad abdominal

Para dejar al descublerto las visceras abdominales y revisarlas en su lugar natural, se
hace una Incisidn de la musculatura abdominai, desde el cartilage xiloides hasta la sinflsls
pliblea, el tejido colgante se logra separando los miisculos de! borde caudal de la ultima costilla
y la musculatura del borde ventral del cuerpo del hueso ilfaco, hasta la esplna y cresta del
mismo hueso (34),

En este momenio se revisa la posicion de las visceras, el liquido peritoneat ¥ se
toman las muestras bacterlolégicas, con el fin de evitar a contaminaclén (3),

Cavidad toracica

Se debera constatar el vacio que provacan los pulmenes sanos dentro de la cavidad,
escuchando la entrada de aire, a través de una pequefia Inclsién en el diafragma . En este :
momento se colapsan {os pulmones sanos (34). '

La apertura se reallza, cortando lateralmente las costillas y los musculos Intercoslales
y el diafragma en su insercion en ei arco costal, lo mas cerca poslble del techo de la cavidad
(ventrocaudalmente). Ventralmente se corlard el ligamonto frénico pericardico y. |a pleura
mediastinica (34).

De este modo es posible obtener in sftu a las visceras y anaxos de la cavidad toracica.
En este momento se puede revisar y recolectar por punclon: el iiquido pleural y pericardico, Se
pueden oblener muestras de quistes parasitarios, abscesos y formaclones. neopléslcas
Tamblén se puede tomar muestra del parénquima pulmonar y corazén. 3. .

Exploracion de visceras

Después de haber explorado las cavidades abdominal y toréclca, con las visceras en
su sitlo, se procede a vaclar las cavidades (3),

Cavidad lordcica; se retraen lraquea Yy esdiago caudalmente separando ‘las
uniones pleurales del modiastino y la linca diafragmatica, para extraer asi laringe; traques,
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puimones, nodos linfaticos mediastinicos, corazén, la mayor parte del arco adrtico y aorta
descendente y pericardio integro (3).

Una vez hecho esto se figa el eséfago y se separa de la traquea para extraer el paquele
visceral, se explora y se toman las muestras de tejido necesatias (3},

Cavidad abdominal: |a porclén toracica ligada del eséfago, se Jala hacia la cavidad
abdominal, aprovechando osto para cortar los figamenlos de las visceras abdominales y
extragrias junto con las glandulas accesorias; en ef recto se realiza doble ligadura. Se corta y
sg extrae el paqueta viscaral, para separario, Inspecclonarlo y tomar las muestras necesarlas
da lejldo (B).

Cavidad péivica; Una vez extraldas las visceras loracicas y abdominales, se revisan
los drganos genttales y urinarlos, 1anto del macho como de la hembra. Se tomard muestra de
orina por medie de puncién de Ia vejiga urinaria (3).

Los rifiones, ureteres, veliga, uretra asi como los drganos masculine o femenino, se dejan en

su lugar. Se examinaran estos 6rganos dentro y fuera de Ia cavidad abdominal, tomando las

muestras necesarlas de los mismos (3,33),
Antes de inspeccionar los rifiones se localizan las glandulas adrenales, se examinan y, si es

necesarlo se toma muestra, mediante un corte longitudinal. (33).

Craneo y cavidades de la cabeza
Cuando se sospecha de alguna enfermedad qua Involucra al sislema nervioso cemral

as necesarlo examinar y tomar muestras del encéfalo y anexos (3).

Para abrir la cavidad craneal y extraer el encélalo compieto, se separa la cabeza del
cuerpo, cortando la musculatura del cuello y los ligamentos de la articulacion occiplio
atlantoidea, se retrae la plel y los misculos rostralmente para hacer en la clpula del cranes,
tres cortes; los dos primeros en el foramen magno del hueso occlpital, en direccién del proceso
cigomético del hueso frontal (hasta la comisura externa del 0jo), el tercero uniendo a ios dos
primeros, sobre ef huesa frontal (3,34).




UNIDAD IV
A. REACTIVOS, PREPARACION Y USOS.

a) Reactivos inofensivos

Usados para mantenimiento de la viabilidad de los tejidos y células, dispuestas para su

postetlor estudio.

Soluglén sallna flslolaglca (SSF) (12)

Cloruro de 0dlo v 09 g
Agua destilada ........ Crraraer e e be e s an et e ket st e b et s e aren s 1000 ml

Soluclén sallna de Hanke (12)

Clottro da 80di0  ovivevninnncn e g
Cloruro de potaslo  ......oeevicmnninnnn, g
Clortiro de €alclo .cvvvvvveninenniirniernens q
Agua destlada ......oucriiinnnon, mi
Soluclon salina balanceada de Hanks (12)

Hanks concentrado 10 X. (ver apéndice A) 10.0 mi
Carhbonato de sodlo al 7.5 % P 7.0 mi
Rojo de (enol al 0.5 % ..ovvcvrrererierenienns 4.0 -ml
Penicilina 200 Q00 Ul/ml ....coveviiivennene 1.0 mi
Estreptomicina 500 000 meg/mi 04 mi
AGUA dOSMINGIANZAGA .....vvveeirvrosisninseerssssess s ssssmrarns 869.0 ml
Liquido de Ringer (28) ,

ClorUro da SOAI0  vvevvieienisre i minsrs e sanessionnss 090 g
Cloriro de Callo vv.vvvreiimmiririsiinsnssissesssrsssiesiassrsnsrs 002 g
Cloruro do polasio .......ceesieens 0.02 ¢
Bicarbonato de sodio ............. 002 g
AQUA dESHIBAA ...vevvreisrsrieiissisirnss s ses s st ars 100.00 mi-
Liquido de Ringer para ave (26) ‘ :
Cloruro de S0I0 ...covviervriiarnncnieirierirrmesssiessreses 7.0 g
Cloruro de CaICIO ....oiveriviirmresircremmrissieone 0,240 g
Cloruro de potasio. .......orenwmesimimgmimimin 0420 g
AQUA deSMIBUB. rivviricoviernsnirinnescnrressiensssirsrsnsinen rerorrrines 10000, mi

Se usa durante el mansjo de embriones de poflo

Restauraclon de propledades basofilas (26)

Método | , ,
Blcromato de sodlo en soluclén acuosa al 5 % en agua destllada -

Método 1l

* Sultato de amonio en solucién acuosa al § % en agua destllada
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Método Wl
Acido peryadico en solucion acuosa al 5 % en agua destilada

Método {V
Carbonato de iitia en soluclon acuosa al 1 % en agua destilada.

. Procedimienta (igual para jos cuatro métodos):

Se sumergiré ia pleza después de ser descalclticada toda la noche.

Para cortes después de ser desparafinados, se sumergiran durante 4 & 12 horas.
Lavar con agua destilada,

Indicaclones
Se aplica princlpaimenie a las secciones de tefldo que han estado guardadas por mucho

tiempa, asl como, a las plezas que han sulrldo procedimlentos agresivos, como la
descalcificaclon, fijaclén con metales posados, El objetivo de esta procedimiente es
devolver la capacidad electromagnética de algunas regiones, on molécutas allnes con fos

colarantes,

!’\)..._‘

b) Reactivos aisladores

Acldo nitrico (10)
Acido nitrica en salucién acuosa al 25 %, sumergir de 12 a 24 horas
Recomendado para musculo estriado Y tejidos conactivos.

Acido picrico (10)
Acldo picrico an solucion acuosa saturada, sumergir durante 24 - 48 horas

Recomendado para fibras tendinasas, musculo liso y cardiaco,

Alcohol metitico (10)
Alcohol al 30 %, sumorgir durante 12 - 36 horas
Recomendado para epitelios frescos, misculo fiso.

Bicromato de potasio (10)
Bicramato de potasio en soluclén acuosa (1:300), sumergir de 2 - 5 dlas
Recomendado para Sistema Nerviosa Periférico,

Tripsina al 0.2 % (12)

Tripsina (1:300) .. " s 200 @
Solucién butfer sailna losfalada (PBS) .......................... e 1000,0° mi
(ver apéndice A) ,

1. Procedimiento:

o Mezclar ia tripsina y el PBS, agitando hasta disolver
¢ Aimacenara4°® C,
2.

Indicacianes ‘ o
Use principalmente en Ia disgregacién de monoestratos, tamblén en Ia obtonclén de células T

provenientes de tejldos embrionarios.
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¢) Reaclivos nutritivos

Usados en los procedimientos de cultivo celular, pero también en revisiones de células
vivas durante un tiempo prolongado

Medio de mantenimiento minimo de Earle (12)
{concentrado 10x)

Soluclén A

Cloruroda SOUIO ....vvivneviinimeninrsienss s 600 ¢
Cloruro de potaslo ........... Jorsersnnereane b ST 40 ¢
Sulfato de magneslo 20 g
Fosfato de amonio .............. 126 g
GIUCOSA vererenrrrinnsseassiinnesionens 100 ¢
Agua deslilada cbp 800.0 m!
Solucion B;

Cloruro de CAICIO .uiviiinionminiiionesis e eisessran 20 g
Agua destilada cbp 2000 ml

1. Procedimiento:

Disolver y esterliizar en autoclave por separado

Enfrlar a temperatura amblente

Mezclar las dos soluciones para completar as! 1000 ml, pH final 7 - 7.2
Almacenar a4°C

Medlo de mantenimiento de Earle (12) 7

Solucién de trabajo ‘ , . R
Earle conCeRrado 10 X .....cvvmirrmiisivensinnsisiemmsnnnsioressassessins W 1000 m ‘ f
Suero fetal bovino ultraflitrado .... 200 m : P
Carbonato de sodio al 7.5 % 9.0 ml . Vo
Rojo da fenol al 0.5 % ............ .40 m R
Peniclling 200 000 UM cuvcoiniiniisisesanssnsioine 1.0 m o
Estreptomicina 500 000 meg/ Ml ..cvvevirierenans 0.4 ml

Agua destllada cbp 867.0 mi

1. Procedimiento: - _
¢ Mezclar en el orden antes menclonado, pH final 6.8 -7
s Almacenara4°C

Suero (12)

1. Procedimiento; ' : WL

e Colectar la sangre asoptlcamento para que posteriormente coagule a temperatura o
ambiente. :

Refrigerar a 4° C.

Centrifugar a 3000 r.p.m, durante 15 mina 4°C

Remover el sobrenadante del suero '

Esterilizar por filracion postiva

Refrigerar a 6° C por 30.min para homogenelzar ia temperatura antes de congelar

Aimacenar en congeiaclén a-20°C
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d) Reactivos fijadores
A, Fijadores simples

Formol al 10 % (10)
El formol comercial o formalina, es una disolucion del gas al 40 %, de la que parte para hacer
las soluciones fijadoras, que varfan las concentraciones de 10, 25 y 100.

Alcohol etilico y el alcohol metilico (31)
Estos fijadores son utlllzados principaimente en citologfa exfoliativa.

Acetona (14)
Es buen fijador para el estudio de enzlmas, pues las preserva muy blen, especiaimente las
fosfatasas y lipasas.

Tetroxldo de oamlo al 1 62 % (14)
Es un fijador enérgico, aunque poco penetrante. Conserva blen las estructuras celulares y es
muy usado en los estudios con microscopla electrdnica.

Bicromato de potasio al 3 y 6 % (14)
Este fijador se emplea para obtener del tejido nervioso y la poscromizacion de los tejidos lijados
con otros liquidos (estudio de las mitocondrias dei condrioma).

Cloruro de mercurlo (sol. saturada) (17)

Este fifador tlene gran velocidad de panefracion, endurece mucho, excelente mordento para la
posterior tincidn del tejido y debe ser eliminado con un compuesto yodado

B. Fijadores compuestos o mezclas fijadoras

Fljador de Aoyama (28)

1. Preparacién inmediata antes del uso:
Cloruro de cadmiO vvvves i rieceriininrinsssssennnne 1.0 g
Formol neutroal 10% ..., peer e s st snini e 1000 ml - -

{cuidadosamente decantado el exceso de Carbonalo de calclo),
2. Poder de penstracidn: 2 mm
3, Tiempo de fjacidén: 3 - 4 horas
4. Después de la (ljacion
Lavado en agua destilada de 3 a 4 horas
5. Indicaciones
Citologfa: aparato reticular Interno de Goig/

Fljador de Bouln (28)
1. Preparaclén;
* Solucién acuosa saturada de 4cldo plcrico ............ RN 750 ml
Formol quimicamente puro (Q.P.) wiviernnonmmmimins, 260 - ml
ACldO BEBHEO 1v.vvuuriermnsivisssssisssssesssmomssssssisrssmsssisssssssnns w50 ml

2. Poder de penetraclon: 3 - 5 mm
3. Tiempo de fijacion: 1 - 24 horas (72 horas 6ptimo)
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4. Después de Ia fijacion

Etanol al 70 % para conservacion y eliminacion del ac, picrico
5. Indicaciones

Histologla general (testiculo), embriologia y mitosis

No se usa en rifion

Fijador de Cajal (10)
i. Preparaclon (inmediata antes del uso):
NErato de Uranilo ..ccvecnieninenesninmeneome s 10-20 ¢
Formol QP ...ccvinnnennaes 5.0 ml
Agua destilada cbp 85.0 mi
2. Poder de ponetracidn; 2 mm
3. Tiempo de fijaciéon: 3 a 4 horas
4. Después de la fijacion
Lavado en agua destilada
5. Indicaciones
Cltologia: aparato reticular Interno de Golgi

Filador de Carnoy (10,28}
1. Preparacién (mezclar en el momento de uso):
Alcohol 8DSOIMO .oucririisieiier et 600 ml
ClOTOfOIMO 1ivuvrssrsnvsirsie e
Acido actlleo glaclal .iuveeiviiereese s 100 ml
2. Poder de penetracion: 5 mm
3. Tlempo de fijacién: 2 a 6 horas ¢ 18 horasa 0° C
4. Despuds de Ia fljacién
Pasar a aicohol absoluto 2 vaces, xileno y parafina; 30, 30 y 60 minutos respectivamante.
5. Indicaciones
Cltologia; niicleos con alteracién media del citoplasma
Histoquimica: glucdgeno, DNA, RNA

Fijador de Baker o formol de calclo (10,26) | K L
1. Preparacion (se conserva varlos meses) , R I

FOrmol QP oo Gttt ge s ens 10,0, mi
ClOTUro de CAICIO vovvvirvirerirammsssssnrsasssissns 1.0 g
{o acetato de calcio) ........oveunn. Vamessissiienns 20 g ;
Agua destilada cbp 90.0 ml

2. Poder de penetracidn: 1 cm, término medio i
Conserva encélaios compietos para revlslones macroscéplcas en anatomla o Sl
3, Tlempo de fljacién: ~ _ Sl Ly
Fragmentos; menores de 3mm, de 2 a 3horas a 55° C ' S o
medianos de 57 mm, de 1 a 2 dias.
mayores de 10 mm, duraclén lndellnlda (hasta su comp!eta ll]aclbn)

4, Después de la fijacion e

Lavar abundantemente en agua, para la ellmlnaclbn del plgmento formdlico del corte D B S
5. Indicaciones : ’
Histologla general, fijador de rutina para el Sistema Nervioso
Histogulmica de lipldos y fosfolipidos
6, Gontralndicaciones
Deteccion de calclo
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Fijador formol neutro al 10 % (10,28)
1. Preparacion:

FOMOIQP 1o ciecr s senn e ses e e nnasnsenes 100 ml
AgUa destliada .ovoiverenrimeienieee e 900 mi
Carbonato de CalClo ..vvecicnciencniimrimiie e s 1.0 g (a saturacion)

Se conserva varios meses
2, Poder de penetracion: 1 cm. en término medio, aunque
Conserva encéfalos completos para revisiones macroscdpicas en anatomia
3. Tiempo de fijacidn
Fragmentos: menores de 3 mm, de 2 a 3 horas a 55°C
medlanosde 5-7 mm, de 1 a 2 dias
mayores de 10 mm, duraclon indetinida
4. Después de la fijacién
Lavar abundantemente con agua, para la eliminacion del pigmento lormdlico, def
cotte.
5, Indicaciones
Histologia general: fijador de rutina para Sistema Nervioso.
Histoquimica: lipidos, proteinas, aminas bidgenas (serclonina)

FiJador formol neutro amortiguado (10)
1. Preparacion:

FOMMOE QP v e sne s vee res e esiab s arsrarerenaee 100 ml
Fostalo monosodico ...vivernaen re e 04 ¢
Fosfato disadico anhidro ....cvvveriviresenneeree v 065 ¢

Agua destilada 90,0 mi

La mezcla conserva bien sus propledades quimicas

2. Poder de penetracion; 1 cm término medio

3. Tiempo de fijacién: como lormol neutro al 10 %

4, Después de la fijacion :
Lavar abundantemente en agua, en relacion con el tiempo de fijacion y tamafio de la pleza ‘
(el mismo tlempo de fijacion, del formol neutro al 10 %)
Eliminacion del pigmento formélico sobre el corte.

5. Indicaciones
Princlpaimente detecciones hlsloqulmlcas numerosas, sobre todo de lipidos y prolelnas

Fijador formol - sacarosa amortiguado (28)
1. Preparacion:

FOrmOLQP ivareienineseminercinianenssnnissinsesis e 100 “mi
Sacarosa ... 76 g
Bulfer fostato pH 72 sesmranserssisennsssssnensensooemensn 10000 WL

Pader de penetracion: 5 mm

. Tlempo de ffjacién; de 1 a 2 dos dias, a 4° C

. Después de la fijacion: como formol neutro at 10 %

. Indicaciones 4 ,

Cltologia: excelente conservador de estructuras finas
Histoquimlca: fosfolipidos y clertas enzimas.

W
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FI]ador de Zenker (10,28)

. Preparacion:
Solucion madre
Cloruro de MerCuUrio ..o veveieiv e i s 50 g
Bicromato de potaslo .............. 25 g
Sullato de sodio facultativo 10 g
Aguadestiiada €bp .....cccovccc e 100.0 mi

2. Poder de penetracion: 3 mm
3. Tiempo de fijacién

De 6 a 18 horas a temperatura amblente, hasta 48 horas a 4° C, dependiendo del espesor
de la pleza (como en al formol neutro al 10 %)
4. Después de la tijacion

St no se incluye inmediatamente, lavar en agua corriente durante un tlempo simiiar al de la
fijacion, posteriormente realizar dos cambios en etanol al 70 %, en los que se puede conservar
Indetinidamente. S| la pleza se incluye se climinara et preclpitado mercurlal Iavando en lugd, 30
a 60 minutos, después se quita el exceso de lodo en agua corrlente, se remueve el lodo
reslante con tlosulfato de sodio (solucion acuosa 2.5 %), se lava en agua destilada y se
continua con la técnica elegida.

Si se quleren demostrar mitocondrlas, inmedlatamente después de la fljaclén (sin lavado),
hacer postcromizacién, que consiste en prolongar el electo mordente del bicromato de potasio.
5, Indlcaclones

Histologfa fina: érganos hematopoyéticos

Citologia: mitocondrlas

Fijador de Zenker o fijador de Helty (10,28)
1. Preparacion:
Solucion madre de ZenKer ........owcneenininenes e 100.0 mi
FOrMOl QP vt st ssesnsenees 50-100ml -
2. Poder de penetracién: 3 mm '
3. Tiempo de fijacién: como en el fijador de Zenker
4. Después de la fljacién: como en el fijador de Zenker
5. - Indlceclones
Histologfa fina: érganos hema!opoyétlcos
Chologla: mitecondrias

Fijador de Marchi (28)

1. Preparaclon (inmediata antes del uso): ‘ .
Tetradxido de osmioal 1 % ... P 500 ml
Bleromato de potasio en'soluclén acuosa al 25 % .......... 1000 ml
Sulfato de 80010 w..cvrurriininareniniiirie et 1.0- g

2. Poder de penetraclén: 2 mm
3. Tiempo de fijacion; de 1 a 3 dias
4, Después de la fijacion: lavado en agua corriome de 6848 horas
5. Indicacliones
Chologia: choplasma
Nucleos: afinidad pobre hacia el colorante
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Fllador metanol (10)
1. Preparacién
Se utiliza metanol abseluto, para fragmentos de 3 - 5 mm y al 96 % para
citologla exicliativa,
2. Poder de penetracion. 3 inm
3. Tiempo de fijacion:
De 3 a 4 hora, para fragmentos
De 16 a 30 minutos, para biopslas
De 5 a 10 minutos, para frotls
4, Después de la fljaclén v
Para fragmentos y blopsias, aclarar e Incluir
Para [rolis secado al aire 0 platina térmica
5. Indicaclones;
Investigacion de ARN sobre frotis
Fragmentos de tefldo con poca consistencia

Fijador de Dafano (28)
1. Praparacién (inmediata antes del uso):
Nitrato de cobalto .......ovcermvimmniiinnesmsio e, 1.0 g
FOPMOLiniriiiiiinniie i o 6.0 ml tefldos embrionarios
................................................... v 180 ml - tefldos adultos
Agua destilada cbp ..o 100.0 mt
2. Poder de penetracion: 2 mm
3. Tiempo de fijacién; 3 - 4 horas
4. Dospués de Ia fijacién: lavado en agua destilada
5. Indicaciones
Histologla: Aparato reticular intemo de Golgl
Fijador para médula dsea obtenlda por punclon {23)
1. Preparacion ‘ ‘
FOrmol QP vty v 200,0 i
Acido ACBUCO GIACIAL ,\.uvveriniiis s v sssnres s sarerensnees 166.0 ml
Sulfalo de 800 .....ccrveviirirminnsseeinsinne 600 g
Agua destllada cbp ......coecinimminniiiinn rviresings Veereres 1000.0. mi

2. Indicaclones . : ‘
Cuando se prepararon frotls con el materiai recién obtenido, el resto.de médula se debe
poner en 50 a 100 ml de fijador. ‘

e ]




e) Reactivos aclarantes (10,28)
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Sustancla quimica Ventajns Desventajas Consideraclones
Practicas
1.- Tolueno Relativamente rapido Toxico Uso comtin
Endureco poco los
lejidos.
Punto éptimo de
clarilicacidn {acil de
apreciar,
2.- Xlleno Rapido. Endurece mas que Uso Comin
Punto éptimo de el toiueno
Clarificacion facll de Cancerigeno
apreciar.
3.- Benceno Endurece un poco Esun pocomds  Reactivo de reemplazo

mas los lejidos que el
toltieno.
Punto éptimo de
clarificacion facil
apreciar,

rapido

4.- Metllciclohexano Reltivamente rapido.  Méas inflamable que  Uso corriente con
Endurece poco, los anteriores precauclén
No téxico.
Punto éptimo de
clarificacion acil de
apreciar, '
6.~ Cloroformo Endurece poco Caro, olor Producto de
desagradable reemplazo
Punto éptimo do .
clarificaclon
impesible de
apreciar
6.- Eter Endurece poco Pallgroso, Producto de
buenos resullades inflamable y reemplazo’ .
explosivo S R ¥
7.- Tetracloruro de No inflamable Muy téxico’ Productode .-
catbono ‘ reemplazo - .
8.- Eeencla de Cedro Noendurece . - Proceso largo "Para plezas duras y-
: Técnica delicada y delicadas
, cara L LT o
9.- Acetato de amilo. -~ No endurece mucho Plezas duras - }*
10.-Benzoato de metilo ' L

No endurece

el
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f) Reactivos ablandadores

Acido nitrico (28)
Acido nitrico en solucidn acuosa al 5 %

1. Procedimlenta de la descalcificacidn

Fijacién de las piezas en cualquier fijador a base de formol

Lavar en agua destiiada

Sumergir en etanol al B0 %

Sumerglr on el descalcificante de 1 a 4 horas y renovar el liquido cada hora

Para controlar fa descalcificaclén lavar cada 24 horas

Nautralizar con formol ai 10 %, con exceso de carbonato de calclo o magnesio (vetificar
con tira reactiva)

o Deshldralar, aclarar o incluir

2. Indicaclones

Descalcificante de uso genetal
Para evitar artelactos dei nticleo agregar 0.1 % da urea a la solucion de acldo nitrico

Acido clorhidrico (28)

Acido clorhfdrico concemrado .....ovmiv st 4.0 mi

Acldo acético 30 ml

ClOrafarne vt 100 mi

E1anol abSolUlo .o e 30 ml

Agua destilada ..o, s aer g ey 100 mi

1. Procedimiento de ia descalcificacion ;

»  Colocar piezas de 5 mm maximo, en ¢i liquido por 48 horas (4 a 8 dfas para plezas mas, ' f.
gruesas, ej, corte transversal de costilla).

o Hecha la descalciflcacion lavar el plgmento, en bafios consecutlvos de elanol al 95% :
(hasta que no quede pigmento) : ; iy o

»  Continuar la deshidratacion, clarificacién e Incluslén, : ' et

2. |ndicaciones o ‘ S

Descalclficante doe uso general

Acldo tricloroacético de Bouln (26) R A

Etanol 8180 % oveviimiimineinnnincnn P 180.0 'mi- . v _ :
Formol &l 35 % o 600 M '
ACKO PICTICO +veivvvsirsirivanrinirinnsssismmisasisinnssis s msessismmsissivons 0 g [ B S
Acido tricloroacético en soluclén acuosa al 2 % ........ 16.0 " mh ' : .
1. Procedimiento de la descalclicacién § S T

o Fljar hasta la descalciticacion total
o Lavar con etanol al 95 %
o Dashidratar, aclarar e inclulr
2, Indicaclones
Descakciticante para plezas delicadas o embriones




g) Reactivos colorantes
A. Colorantes simples

Azul de Alclano (28)

1, Preparacion

Azul Alciano 0.1a 1 %

Soluclén &cldo acétlco 3%

2. Indicaciones

Utilizado para la tinclén de mucopolisacaridos

Azul de anllina (28)

1. Preparacion

Azul da BRIING  ocoovie e e 2.5
Acldo 8CBlICO wvvenerir i 2.0
Agua destilada cbp 100.0
2. Indicaclones

Sa utlliza para la Coloracion tricrémica de Masson.

Azul de metlleno (10)

1. Preparacion

Azul de metileno 0.1 a 0.2 hasta 1.0 % en agua deslilada
2. Indicaciones

Coloracion vital y supravital por Inyecclon,

Azul de metlieno (28)
1. Preparacion

Azul de metileno
Acldo acético ........ 0.5

Agua destllada ...t e 100.0

Utilizada en la técnica de Fite - Farraco

Azul de metileno de Loeffler (10)

1. Preparacion :

Azul de metileno a saturaclon en agua destilada ..owvnirnnenn . 800
Hidréxldo de potasio en sol, acuosa (1:10000) ........... wornrmreins100.0-
2. Indicaclonas

Utllizado en para tinclén en citoplasma

Carbol fucsina (9,28)

o-de Zieh!

Soluclén madre

1. Preparaclon 4

Fucsina basica ... umimemnnsisisns RO AP 05
Etanol absoluto -........ 5.0
Cristales de {enol .
{lundidos al calor en matraz) -
Agua destilada  cbP ...ty - 90,07

9
ml

ml

mi

ml.

‘mi

mi
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Solucidon de trabajo
FOMOLAIE % oo vrersrr e vescecarsmn st sere s sbssans 500 m!
ACIHO BCEHCO rrvvvvireirisriririsiemsvies ioreisscrsissssmssssansses s ssrssises 20 gotas
SoUCION MAAIE . .vvviiiacrrtirer s sneseasr st esesrtinrss sessisesnnss 25 golas
2 Indicaclones
Colorante empleado en coloraclones nucleares y de organismos acido resislenles.
Utllizado en la técnica de Fite - Farraco
Carmin al alumbre de Grenacher (10)
1. Preparacién
CarmiIn ovvvrien i e e e e rsrers 1.0 ¢
Alumbre de potaslo ... e, 40 g
Agua dostllada Chp e e 1000 m
Hacer hervir a fuego lento da 15 a 20 minutos, enlriar, filtrar y agregar 1g de timol. Coloracion
en 30 min.
2. Indicaciones
Colorante nuclear
Carmin de Best (10)
1. Preparaclon
Solucion madre
CAIMIN  ovnscisirer oo ncrssssssearessrirresssason reresen 20 ¢
Carbonato de potaslo 1.0 g
Cloruro de potasio  ..eceveeviercveanns 50 ¢
Agua destilada cbp 600 ml
a. Disolver en agua destilada
b. Hervir a fuego lento por 5 minutos, reposar y filtrar
¢. Agregar al filtrado 20 m! de amoniaco.
Conservacion 3mesesa 0-4°C
Soluclén de trabajo
SolUCan MBAIE .....ovrriricrri e i s 15.0 “ml
Amoniaco ... e e b 125 ml
Alcohol metilico absoluto ...... e bR e che s aR i as - 125 - ml
Solucion utliizabie de 2'a 3 semanas ‘
2. Indicaclones ,
Colorante para glucégeno S A e
Colomnto de Shorr (30) i
. Preparacién . e
Alcoholetfllcoalso% s siseres R 1000 m .0
Escarlata de Blebrich({sofuble en agua) e 05 g SR
Naranjd G .....ceeivenrnr P SRS SO 0.26. 9 |
Verde rapldo FCF ......... Crreseraes s et e e b be e 0.075- 9 - » SR
Acldo fosfotlingstico ......, S RO PO 1 S | BN WAt Cend et
Acido fasfomolibdico ...... SFROREERRMRRURY o 1- S « KRR TPR E R UL B
Acldo acétlco glacial ...... TN SRR e S0 m Fit
2. Indicaclones o ‘ {
Utiizado en ia tincién de Shorr, para citologia exfoila!lva !
!




Colorante de Wright (30}
1. Preparacién

Colorante dg WG ..ovvvcmcrinniniiennnssi s 0.1
Alcohol metilico excento de acetona 200
Disuélvase y déjese madurar toda la noche

2. Indicaclones

Utilizado en 1a coloracion de Wright

Cristal violela con oxalato de amonlo (35)

1. Preparacion

Solucién A:

CHSIAIVIOIBEE ..ot 2.0
Alcohol 6tlICO 81 95 % .virrererectrimrineerenms e st s ses 20.0
Soluclén 8:

Oxalato de amOoNI0 e vereernnens 6.8
Agua destilada cbp ..., U UU VORI U 80.0

Mezclar solucién A y B, almacenar durante 24 horas y filtrar a través de papel.

2. Indicaclones
Utilizada en 1a fincion de Gram

Cristal violeta con bicarbonato de sodio (35)
1. Praparacion

Solucldn primaria:

CHSLAIVIOIBIA  .cvvicrrrcrirccs s i cmass s isransssmnasismrssens 2.5
Aguadestilada chp i oo 1000.0
Solucion secundarla;

Bicarbonato de SO0 ....eeciin i 12,56
AQUA AESHIAdE  COP  wovvvmsevmricrrerccmmminimscsrssenmsiress it ssiesston 1000.0

Mezclar fa solucion primarla con Ia secundaria,

Eosina alcohélica (37)
1. Preparaclon

Eosina Y saluble en agua ........ceciveerrrienenns Prepsies st e - 2.0

E18N0H 81 95 % vioensmsinnsienine i w1600

Aguadestiada = cbp i, . oo 640,0
"2, Indicaciones ‘

Colorante nuclear

2. Indicaclones

Caolorante nuclear

Eosina Y - B (28)

1. Preparacion ;

Solucién madre.de aosina alcohdlica: \ _

Eosina Y.oamarlla ... S s 1.0
Eoslha  Boazulada ... . 1.0

9
mi

g
mi

ml

ml
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Soluclon de trabajo
Eosina alcoholica ......vivcveicriiirreseise e s 500 ml
Aguadestifada chbp ..o 3000 ml

2. Indicaclones
Colorante nuclear

Eosina de Carnegle (37)

1. Preparacién

Eosina Yamarlilenta ..., 20 ¢
Etan0l 8196 % covvvriviriisnmmmsiisiirareissssssnscinssnisememe e iieses 500 ml
Aguadestiiada chp ... 160.0 mi
Soluclén de trabalo

Sol. eosina stock al 1 % i pare
Etanol de 80 % J partes

2. Indicaclones
Utliizado en la tincién hematoxilina eosina para tejidos embrionarios

Eogina - Azufre 60 (EA 60) (30)

1. Se prepara una solucién madre al 10 % de cada uno de los slgulenles colorantes: verde
claro S.F. amarillento; pardoe Blsmark; Eoslna Y.

2. De cada una de las soluciones acuosas madres al 10 % se¢ preparan tres soluciones madros
con etanol como slgue:

A. Verde claro S.F, amarillento, solucidn al 0.05 % en etanol al 95 %.

B. Pardo Bismark, solucién al 0.5 % en etanol al 95 %,

C. Eosina Y, solucidn al 0.5 % en olanol al 95 %.

3. Solucidn colorante EA 50:

SOOI MAAIE A oo s s sesessrss serans 900 ml
SOUCION MATIE B vvveiiievi e reniesenssriieene s s sisenss 200 ml
SOICION MAAIE C vvvvvvrer e emierensresssonrere s e s ssssessseses 900 ml!

Acido foslotingstico .....ccvvrerns e e s veeessiants 12 g 3
Se fitra y se guarda en un frasco de color ambar. S !
Se utiliza en la tincidn de Papanicolaou : :

Fucains baslca (35)

1. Preparacion , ‘ g ;
Fucsina basica en soluclon saturada con etanol al 95 % ... 1000 mi ‘ S
Agua destilada chp ......ccoeeervisiirienisaroe. peresserestss s sssessans ‘ 900.0 -mi o
2. Indicaciones . ‘ ‘ B
Colorante de conlraste utllizado en latinclén de Gram (Modlllcaclén de Heed) v
Fucsina Fenicada (35) :
1. ‘Preparacion

Fucsina baslca ............... possnes e et aeri e s bbb phendseneies 80 g

Alcohol etflico @l 95 % ..ocvmnrererinirroresins mebsebesrrs sy e 1000 " mi

FEnolalB.% revennmeicnnninnseenas beevsreb eI e e 7 9000 ml

2. indicaclones
Colorante utilizado en ia tincién de Ziehl-Neelsen -
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Hematoxlilina de Erlich (9, 36)
1. Preparacion

Hematoxiling .........ccccmmmenniiiiienenns 64 g
Alumbre de amonlo o de potaslo ... 40.0 ¢
Alcohol etilice .oovivvrivirmiinienes v . 3220 m
Glicering ovvnrviinierieinns . e 3220 mi
Acldo actico glaclal ......vuiiineiieiinmasiee 320 mi

Madurar de 6 a 8 semanas a 25 %, se puede acelerar el proceso de maduraclén, agregando
yodato de sodlo (1.28 g).

2, Indicaciones

Laca de hematoxilina utilizada como colorante nuclear.

Hematoxilina de Groat (17)
1. Preparacién
Soluclon 1:

Acido sulftirico concentrado .......ooeeveviirneniirienenin s R 08 mi
Alumbre f8rrico ......ocvnnsinininnnn, v 10 ¢
Aguadestiiada  cbp .o i 500 ml
Solucion 2;

Hematoxilina rosermis e e e et 06 ¢
Etanol al 95 % vossanes 50.0 mi

Una vez disuclto, se mozclaran las dos soluclones dejar reposar 1 hora y filtrar, Se conserva

unos tres meses,
Se utlliza en la coloracion tricromica de Groat,

Hematoxllina de Harris (10,28)
1. Preparacién

Crlstales de hematoxiliha ............. pre e et 50 ¢
Alcohol absoluto etilico ...vvveennies e, 500. ml
Alumbre de amonio o potasio ... w1000 g
Oxide rojo de MErcUrio ...covieenieciiiienn Vi 25 ¢
Acldo acético ........... e Ferersesns seie b issesesstreae s 20-40ml
(por cada 100 ml dei total de la sol. preparada)

Agua destllada cbp ... rarsh e tses et ee s maries ROt 1000 0 m|

¢ Disolverla hematoxllina en alcohol
¢ Disoiver el alumbre en agua, y calentar ligeramente
o Sacar del fuego y mezclar las soluclones

o Llevar a ebullicién tan rapldo como sea posible (limitar el calenlamlento a menos de w ‘

minuto, agitando frecuentemente), -
o Sacar dei fuego Inmediatamente; agregar muy lentamente oxido de mercurio

¢ Calentar nuevamente a fuego iento hasta que forme color purpura obscuro; sacar de! luegoﬂ .
Inmediatamente y sumergir el reciplente en una vasi]a con agua lrla, hasta que 86 en!r(e. :

Madurar 16 dias.
2. Indicaciones L
Utllizada en ia 1écnica de Papanicolaou, tincion de Shorr y como colorame nuclear.

]
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Hematoxllina litlada de Welgert (36)
1. Preparacion
Soluclon madre de hematoxllina

Solucién de hematoxilina al 10 % en etanol absoluto .............. 100 mi
Soluclén acuosa saturada de carbonato de litlo ..cvervrecnerrinenne 70 mi
Agua destifada cbp oo 800 ml

Esta solucién debe prepararse sélo lnmedlatamente antes de 5U Us0.

Preferible emplearla una sola vez

La solucién madre de hematoxilina en alcohol absolulo debe madurar como minimo tres
meses, si se ha madurado mas tiempo se puede mezclar con otra soluclon de preparaclon mas
reclente,

2. Indicaclones

Sa utlliza para la coloracion de fibras mielinizadas.

Hematoxllina de Thomas (28)
1. Preparacion

Soluclén A:

Cristales de hematoxilind .......cameniciinineiin 25 ¢
DioXane .veevimroiininnn 490 mi
Peroxido de hidrogeno 10 ml
Soluclén B;

Acldo fosiomolibdICo ... 105 mi
Dietllen glicol .....oovivrimmiinran o m
Agua destilada chp 40 ml

La solucién B sefiltra y 50 mi se le agregan a fa solucion A, se reposa 24 horas.
2. indicaclones
Uillizada en la técnica de Thomas

Hematoxilina de Welgent (9)

1. Preparaclon ; ;
Solucldn A: : : o :
Solucian de hematoxliina al 1 % en etanol a! 96 % ' : Do
(en 1 g de hematoxliina alorar con etanoi hasta 100 mi)

Solucidn B: o

Cloruro férrlco ............. ST SO RN 38 .. ¢

Acido clorhidrico en soluclon acuosa al 25 % w..uuveeiereneions 20 mi

Agua destiiada chp oo e 1960 m| S

Preparar 10 minutos antes de utillzarse ' e S R

Agregar solucién B a la soluclon A, Coloracion 20 -30 minutos, o

Laca de hematoxilina muy reslistente al contacto posterior de a|gunas técnlcas ‘ SR

2. indicaciones o S

Coloracién que define medianamente las estriaclones dal muscu|o esquelélico unlones ' , T
celulares y melanina, Utilizada en la coloracion tricrémica de Gomorly de Gallago R I T AR L
Soluclén de Hematoxllina

1. Preaparac|6n R : TR O S

Solucién alcohdica de hematoxiing al 10% wuw.wmen w080 mE pode

(madurada al menos un mes) ; R v L

Glicering ......... Wi, R SRR TR0 .m DU DL

Agua destllada .....suvimcismmmsisisse, 4000 mi
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2. indicaciones
Utilizada en la hematoxilina férrica de Regaud

Orange G6 (OG 6) (30)
Se prepara una solucién acuosa {madre) al 10 % de Naranja G

Soluclén madre al 10 % de Naranfa G ..o 25.0 ml
Alcahol etilico @l 95 %  wnieerneni s e woner 250wl
Acldo fostOtINGSHEO i 0.075 g
Picrofucsaina (38)

1. Preparacidn ‘
Soluclén acuosa saturada de &cido plerico .ovccvcniininienss 1000 ml
FUesing Aclda .o o 01 g
También se ptiedae preparar:

Solucién acuocsa saturada de &cldo Plerico .ovevnninimrerrenss 1000 ml
Soluclén acuosa de fucsing &clda al 1 % .oimivenrismins, . 100 mi

2. Indicaciones
Colorante citoplasmatico en la coloracion tricrémica de Van Gleson

Plerocarmin de Indigo (PIC) (28)

t, Preparaclén :
Soluclén acuosa salurada de acldo Pierico ..uvmmeveiiins 100.0 - mi
Carmin de INdIfo e e 025 g
Fiitrar antes de usar

Cuando los corles se fljaron con tetradxide osmie o bleromato de potasto la soluclén se
prepara de la siguiente forma:

Salucion acuosa de Acldo PICHCO .o 100.0 mi _
Carmin de IndIgo ..ovvsiveiimmin e - 040 ml
Colorear 30 segundos

2. Indlcaclones

¢

Colorante clioplasmético en ia coloraclén tricrémica de Calal Gallegoy Groat 3 : - - i

Rojo sdlido a rajo nuclear o laca aluminica de Kormhtrot (10)

1,. Preparacion : : ‘ o L ‘ |

Rojo nuclear s6lldo ..vvvsninsennenns Drerersrisesisessrase s ans doressirens 01 g
Sullato de aluminlo y amonlo veerisenniniens 9,079

AGUB QOSHIAGR DD +ovsevssseros s bersessesre v 1000 mb p

Disolver en callente'y ilevar a ebulilcion, entriar y fitrar agregar un cristat de tlmol cloral tlttrar
en el momento de uso, desechar sl se deposita , Ll
2. Indicaciones : SRR
Colorante nuclear combinado con plcrocarmin de Indigo o con plcronegro Nanol
Utlizado en la reacclén de Pearls, reaccién de azul alclan de Mowry y Von Kossa.

Samnlm 0 (10)

1. Preparacion R
Soluclon safranina al 2.5 % en alcohol etflicoal 95% ...vvnen . 10,0 ml
Agua destiiada ...............iiiee Ve SRt ise s ves i aieas ORI 100.0 " ml

2. Indicaciones
Colorante utllizado en 1a tinclon de Gram




Solucion azul de anilina (28)

Azulde aniling ...
Acido oxallco ...,

Acldo fosfomolibdico
Agua destliada ......iieimenieniiininee i

Utllizada en la coloraclon distintiva de fibras colagenas, reticulares y elésticas

Soluclén plcro - eosina (37)
I Preparacion
Eosina Y soluble @ agUa .o.neenemiminneninoenminesssisies 100 ¢

Dicromato de potasio .....uessieininnns 50 ¢
Solucion saturada de acido plcrlco 100.0 mi
Etanolal 100% ccvnvceirimmmninenneneniseens 1000 ml
Agua destilada €bp e 800.0 mi

Soluclon Stock de eosinaal 1 % (28)
1. Preparacion

Eosina Y soluble en agua g
Acldo 8c8tiCo .oiiviinisiiiinines : .0 ml
Agua destllada chp i, .0 ml -
Solucién rojo de acelte (28)

1. Preparacién

Solucldn madra

Rojo de acelte ... . 05 g
Alcohol 150propilico 81 90 % .ovicesiiniiimiisisssmeisieonasnssron 1000 ‘mi
Solucion de trabajo ,

Sol. madre ........... Itoresre s e s e sraap e s s 81 6.0 ‘mi
Agua destilada ....ivvciviminnrinme o 4.0. 'mi

Solucién de trabajo preparada por lo menos una hora antes de su uso, méxlmo 24 horas Flnrar

2. Indicaclones
Se utiliza para coloroar lipidos en tase Ilqulda

Soluclon de Glemsa (stock) (28)
1. Preparacién

Glemsa ......oeveen T A, st vrrerves 1.0-.¢g .
. Glicerina w7660 -m] "

ACOhol MBHIICO .vivvri e virmrisieinserrinermmsssenessssessnans prissransens ey - 660 ml

2, Indicaciones - '

Utilizada en la tinclén de frotls sanguineos y cnologfa exfoliativa,

Soluclén osoarlata de Blebrich (37)

1. Preparacién ' I

Soluclén escarlata de Blebrich al V% cviemmmsesemuivsionens 8007 ml-

Solucion fUCsINg ACIdA Al 1% .uvevsisevusomsisssssisssesens Sasaine 10.0. mi

Acldo acético ....., eeseetn ety TSR 10 ml -

2. Indicaclones
Se utiliza para tricrémica de Masson

45
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Soluclan de Zlehl - Nlelsen (35)
1. Preparacion
Catbol lucsina cancentrada:

Solucién A:

FUCSINA DASICA .viivvies viserremsiosniens sisinessissvererasmensssirsssssmnnens 100 g
Alcohol etilico bSOl it . 1000 mi
Guardar a 37° C, 12 horas

Soluclén B:

FENOI 1ottt assses 50 ¢
Aguadestliada cbp ... e 100 mi
Soluclon. de trabajo

Agregar 10 mi de solucidn A en 100 ml de solucién B
2. Indicaclones
Utllizada en la tinclén de bacterias acido-alcohol resistentes

Sudén Il o IV (10)

1. Preparacién

Sudéan ill o IV 1.0 ¢
Etanoi al 70 % we . 500 mi
ACBLONA 1oiivivirisiert it s s essrbes s 50.0 il
Conservar blen tapado

Filtrar antes del uso

2. Indicaclones

Utiilzada en la tinclon de lipldas

Tloxihemateina féreica de Hanssen (28)
1, Preparacian

Solucion A:

Alumbre de flerro ...ovivecnormierie i wiries 100 g
Sullato de aMonio ..o 14 g
Agua destllada cbp 150.0 mi
Solucion B: . o
Hematoxilina (CHsAles) w..wmieniinnnssasigin i Gurrsens 16 g
Aguadesiliada ChP ..ccimeeiiricsin s o 75.0‘ ml
Preparar en caliente

Cuando se enfrié la solucion B, se agrega la solucion A Se Ileva a ebull&clén, se enirfa f :

rapldamente, se filtra antes del uso. Se conserva mas de un afio bien lapada.
2. Indicaclones
Colorante niiclear utlizado en la reaccién.de azui de akian de Mowry.

Tinclon de Jiménez (28)

1, Preparacion’ ‘ ; _
Fucsina basica al 10 % en 95 % de etanol ...........osvonn - 100.0 i
Fenolal 1 % i THITN 2600 ml
Agua destilada: cbp ........ NE vernris v s sare in - -650,0 ml
Soiucién bufler fostato de sodlo 0.1 NapH 7.45

(mezciar-3.5 mi de NaH2 PO4, 15 mi'de 0.2 mi Na2HPO4y 19 m| de agua destilada). K

Solucién acuosa de oxalato verde de malaquha al0.8%
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Para preparar la solucién de trabajo de carbal fucsina, mezclar 4 mi. de solucién 1 con 10 ml.
de bulfer (pH 7.45); fitrar Inmediatamente anfes de cada tincidn, La solucion de trabajo se
mantiene satisfactoriamente cerca de 40 horas.

Una capa muy delgada secada al aire, (fijacion por calor no es necesarla para fines citolégicos
pero se puede usar por seguridad); se cubra con carbol fucsina filtrado y se deja por 1 - 2
minutos, se lava con agua corriente, se cubre con 1a soluclon verde de malaquita por 6 - 9
segundos ¥ se vuelve a lavar en agua conlenle; finalmente se seca la laminilla con papei

absorbente.
2. indicaciones
Utllizado para tincion de clamidias

Tricrémica de Horen (45)

Cromotrapa 2R.C.128; .. e 06 ¢
Verde rapido F.C.F. ... 03 g
Acido fosfOtingSstiCo .. 07 g
Acldo achtico gIaclal ...........ienirrnenii 1.0 mi
AQua destilada ... oo s 100.0 mi
Violeta de cresiio (28)

1. Preparaclon

Violeta de Creslle v e s, 0.1
Agua acética al2 % ....... b s b 1000 mi

2. Indicaciones
Coloracion nuciear, de 2 a 3 minutos

Violeta de cresilo (28)
Solucldn A: ‘ : '
Violeta de cresiio ....... e ek et 2,0 g/100 m! de agua destllada -
Solucion B: el e
ACIO BCHIICO  ...vuvuniirriirrecerieerri b sbe sssesssns e 6.1 mi994 mi de agua destifada -
Solucion C: - SR
ACoBI0 de SOUI0 ..ovvvviieire it issines s 3.61 m/1000 mi de agua destilada
I, Preparacién; B T
Mezclar: Sol. A ... s e e crraens 50 ml

Sol. B : o920 m

S0L C i i roveesh et 8.0 mb
2. Indicaclones ‘ - '
Utilizada para 1a tincion de amliolde ;
Verde Luz (37) ‘
1. Preparacion ‘ S
Verde Uz .vviiiinins - L AP 75 ¢
Acldo 8CBHICO uviinnriisnniiiiannns w20 m
Agua destliada callente ......coveicrn. 2000 mi- -
{hasta que se disusiva)

2, Indicaciones . - o
Se utlilza para-coloracidn tricrémica de Masson
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Verde luz (37)
1. Preparacion
VErde IUZ ...covivirreceinnie et b 50 ¢
ACido CEHEO i 20 ml
Agua destilada chp .o 1000 m!

Se moezcla y se usa al 50 % en coloracion en bloque
2. Indicaciones
Utilizada en la tincion en bloque para embriones

Verde malaqulta (28)

1. Proparacion

Verde MAlaquita ......ccvvevvineniinieninen e e v 05 ¢
Agua destilada €hp ot 1000 ml

Utilizado en la tincion de Schaefier y Fulton

Verde de metllo - pironina (28)

1. Preparacion

Solucion acuosa de plropina Y 0 G 125 mi

Soluclién acuosa de verde de metllo 75 ml

Agua destilada ChP ... e, 800 ml

2. Indicaciones

Esta tinclon permite poner de manifiesto simultaneainente y de manera diferenclal, la uomanna
y el nucléalo,

h) Reactivos opacantes (10)

Aire
Agua
Alcohol
Eter

i) Reactivos conservadores
(medice de montaje)

A. Semlperménéntes

1, Agua tiene un ba]o indice de refraccion; as bastante transparente, por Io que perml!e una; g

buena visibilidad; pero es el menos permanente de fodos, pues seca rapidamente. (23) o
2. Glicerina: tiene un elovado indice de retraccion (1.46) y és muy convenienté como. medio de
montaje provisional, que puede. durar meses sl se maneja con culdado y se.sella; amblén se -

ejerce una acclén protectora. Una llgera dilucién con agua {1 1) (cortes humedos) ayuda a Ia e

abservacion (28).
3. Acelte mineral (parafina Ifqulda) es un medlo de montaje provlslonal u!II para lrotls mﬁldos:
con tinclones tipo Romanowsky, los cuales se deben secar antes del montaje (23) B
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4. Soluclon de Apathy
Jarabe SImple ... 500 ml
Goma ardblga espesa ......oune i 500 ml

Se afiade al liquido un cristal de timol para su conscrvaclon Es un medio de montaje excelenle
y muy usado para la conservacion de las preparaciones que contienen grasa coloreada como ¢l
Sudan Ill o Sudan IV, La periferia de la preparacidn se endurece y el cubreobjelos queda fljo
(10,23).

Gelatina cromada (10)
1. Preparacion

Gelalina en poVo v e e s e 10 g
Alumbre de cromo y potasio 005 ¢
Agua destilada cbp ... TP e v 100.0 ml

¢ Los portacbjetos se sumergen en la solucion, se escurren y se secan al aire

¢ Se coloca el corte sobre el portaobjetos, preparando horizontalmente

o Con pape! lltro preslonando ligeramente agregar unas gotas de formol al 10% scbre el
papel en {a zona del corte

 Preslonar ligeramente otra vez con otro portaobjetos sobre el papel

¢ Quitar el sequndo portacbjetos y apiicar aigunas gotas de agua destilada sobre el papel,
que se retlrara cuidadosamente.

2. Indicaciones

Utiiizada como inedio de monlaje para cortes hechos por congelacion

Gilceroge! (10)
1. Preparacion
Gelalina N POIVO .....cveciiiiiir e e e 150 ¢
Glicerina ............ ORI rererennen oo e et st e beR g ser s 100.0- - ml
Agua destilada  cbp  .oiiieinn TN asessaitne 100.00 ml

o Preparar en Irasco apado, a 60° C, agitando de tiempo en tiempo hasta homogenelzar« o

totalmente, y agregar un cristal de timol
¢ Medio de montaje hidrosoluble que se ulIIIza a 60-°C sobre el ponaob]otos, al lgual que ol
cubreobjetos.

e lLa preparacion permanccera horlzomalmenle con un pcso llgero sobre clla, a. Idi

temperatura del laboratorio
2. Indicaclones
Se utiliza para proteger las reacclones histoquimicas

Licor de Ferrart (28) -
Goma arabiga .......ioiveiinininn, e sorasmriresians 1000 ¢
GHERMNE  Liviiinisrins i b s 2.0 ‘ml

Timol iy " 1 oristal.
AQUE CDP et e e s 1000 ml-
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B. Permanentes

1. Bélsamo de Canada. Es una oleoriesina que se recoge de una vesicula de la corteza de

una variedad de abeto, que se encuentre en Canada. Es transparenle, casi incoloro en capas
deigadas, se adhiere firmemente al cristal y adqulere una consistencia muy dura sin

granulaclon, El baisaino de Canadd se obscureca ligeramente con el tiempo, y se vuelve -

lentamente Acido porque oxida el xileno en 4cidos toluico y ftalico. Esta acidez borra
gradualmente con el ticmpo (23) ~

2, Resinas sintéticas, Son fos medios de montaje mas utilizados. Son solubles al xileno y el -
indice de refraccion es similar al del cristal. Estas resinas se adquleren comercialmente y

llevando el nombre del laboratorio como Merck o Sigma (3,23).
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UNIDAD V
A. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
a) Preparacion y procesamiento de la muestra

Se limita la preparacion y procesamiento de una muestra, desde el momento posterior
a su lijacion, hasta que la pieza de tejido sera inciuida en paraiina,

Después de ia fijacion se retiran las plezas del fijador y se procede ai lavado para
eliminar los restos del mismo, para evitar que se endurczcan demasiado ios tejidos o tomen un
pigmento extrafio al de su naturajeza. Las plezas fijadas en liquidos a base de acido dsmico y
de bicromatos {Zenker, Holly) deberan ser lavados en agua corriente de 12 a 24 horas; en
camblo Ias fijadas en mezcias a base de écido picrico (Bouin) no se iavaran (14).

Estas plozas so llevarén a etanol al 70 % para su.conservacion o para Iniclar el
procoso de deshidratacién previo a ia inclusion (14).

Existen verlas lécnlcas para la deshidratacion, aclaracion e Incluslion en paralina. Las
mas usuales son: Ia Inclusion on parafina para histoquinette de rutina, hasta la inclusion rapida
de Roblnson y Fayen.

b) Inclusién en bloques de parafina

La Inclusién es una operacion cuyo objeto es conservar la pieza por esjudiar, en el
seno de una masa plaslica que la penetra intimamente hasta la profundidad de sus elementos
estructurales mas delicados. Se lienen asi blogues faclimente manejables, en cuyo interior las
plezas por méas pequefas que Sean, se pueden orlentar perfectamente y cortar en un sentido
determinado. Ademas los tejldos adquieren clerta consistencla que pormite cortarios, en cortes
extremadamente delgados, sin modificar las relaciones y 1a forma de sus elementos (19).

La paralina , quimicamente hablando, es.una mezcla de hidrocarburos saturados y a
veces de ceras; la composicion de la mezcla puede ser muy varlable |, por io que exlsten varias
clases de paralinas, La propledad més interesante es, sin duda- el de ser quimicamente
neutras, solubles en numerosos disolventes y faclles de cortar con la cuchilla; El'tinico caracter.
{isico que tiene que conslderar el histdiogo es su punto de fusién; en- seguida Indica la.dureza
de la mezcla; cuanto més elevade sea el punto de fusion de una.parafina mayor es su dureza
(7). 1
De manera general hay que tener on cuenta la duroza dei objeto a inclulr y del medlo -
de inclusion. Cuanto més resistente sea un material, mayor sera la dureza dela parafina a
emplear. No es aconsejable la inclusion del material con paralina blanda antes de hacer la-
inclusién definitiva con una parafina més dura; efectivamente, la paralina blanda no puede -
eliminarse bien en el momento de la inclusién definitiva, provocando ‘que el bloque’ quede
heterogéneo en cuanto a su dureza, inconveniente muy lamentable en el momento de proceder -
a afectuar los corles. Por consigulente la Inclusion y la conleccién del bloque se harén slenpre ‘
con paralinas de calldad equivalente (17),

Tras pasar el liquido intermediario, se. procede a una culdadosa Impregnacién del:
material por la parafina liquida: esta Impreganaclén se efectia en callente, en_una estufa
bacterlolégica cuya temperatura esté regulada seglin ei punto de fusién de la paraﬁna escogidav

para hacer la inclusion, o a una temperatura ligeramente superior (1°6 2° C), También en este e

caso es convenlente pasar por tres bafios Sucesivos de parafina para eliminar tolaimente los. -
vestigios de! liquido intermediario. La duracion éptima de los bafios de parafina se elegira
empiricamente para cada clase de materlal; oscila desde algunas horas, en caso del pancreas .
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de verlebrado, a tres dias, en caso de que se incluya la cabeza de un inseclo grande. La
duracion de la incluslon en parafina depende también del liquido intermediario utilizade que se
habra de eliminar: cuanto mas volatil sea, mas corta sera 1a inclusion y viceversa. En general,
mas conveniente alargar los bafios que acortarlos, ya que es imposible obtener huenos cortes
después de una Inclusion defectuosa (17).

Proceso de inciusion

Para este lin podemos usar rejillas miltiples de aluminio, moldes individuales de aluminio,
plaslico e Incluso de papel y las escuadras de Leuckat (10,17).

Cualquicra de los moldes elegidos estaran entre 5°y 10° C, por debajo de la temperatura
ambiente, limplos y debidamente engrasadas con vaselina o glicerina (28).

La parafina para la inclusion debera estar limpia, fitrada y ala temperatura de la ilima jarra
de Inclusion (28),

Las Idenllficaciones aplicadas a los bloques, se pegaran en una pared en el Interior del
molde, o en la base se utilizan bloques de madera como base para ef cabezal de microtoino
(10,28).

Una vez hechos los bloques se deberan enfriar rapidamente, para obtener una fina
crislafizaclon de la parafina, de no ser asf los cristales de parafina seran de gran tamafo y
provocarén Itacturas y los conslgulentes artelaclos en el Igjido que contienen (28).

La deshidratacion, el aclaramiento y ia impregnacién pueden hacerse manualinente pero

tamblén pueden ser realizados automalicamente por un aparalo especial llamado
histoquinette (39).

Inclusion de rutina o histoquineite (28)

1.
2

3

Dospués de la fijacion, proceder segun las indicaciones del fijador utilizado
Deshidratacion e incluslon

A temperatura ambiente sumergir consecutivamente

Etanol al 70 %, con 2 cambios de 1 hora cada uno

Etanol a! 80 %, con un camblo de 1 hora

Etanol al 80 %, con dos cambios de 1 hora cada uno

Etanol al 96 %, con dos cambios de 1 hora cada uno

Etanol absoluto, con dos camblos de 1 hora cada uno

Etanol - xileno (50:50 %), con dos camblos de 1 hora cada uno
Xileno con dos camblos de 1 hora cada uno

Paralina con un camblo de 1 hora

Parafina con un cambio de 1 hora

indicaciones

Para tejidos embrionarlos deshidratacion desda alcohel de 70 %

inclusién semirapida (26)

1
2,

Después de la fijaclon, proceder segtn las lndicaclones dei fijador utilizado
Deshidratacion e Inclusion

Sumergir consecutivamente a una temperatura de 37° C

Etanol al 50 % media hora

Etanol al 60 % media hora
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Etanof al 70 % media hora
Etanot al 70 % media hora
Etanol al 80 % media hora
Etanol ai 90 % media hora
Elanol al 96 % media hora
Etanol al 96 % media hora
Etanol al absoluto { media hora
Etano! absoluto Il media hora
Xiteno | media hora

Xlleno Il media hara

Parafina | una hora

Paralina {l una hora

3. Indicaciones
Cada frasco que slga en el arden, debe estar dentro ¢l tiempo que estuvo el anterior.

Deshidratacién para tejidos embrionarlos desde, alcohol de 50 %
Deshidratactén para tejidos adultos , desde alcohol de 70 %.

Inclusian rapida de Robingsan y Fayen (28)

1. Fijacton con: formal al 10 % a 80° C

2. Deshidratacion e Inclusion
Etanal al 86 %, & minutos
Etano! al 96 %, 5 minutos
Etanot al 100 %, 5 minutos
Etanol al 100 %, & minutos
Etanal al 100 % - acetona 1:1, 5 minutos
Acetona, 5 minutos ;
Acetona - xlleno, 5 minutos _ S
Xlleno, & minutos '
Parafina a 60° C ( Hasta desaparecer burbujas), 5 minutos
Parafina a 50° C, 5§ minutos
Incluir

Inclusion en parafina de tefidos embrionarlas (28)

1. Fljacién en Bouln 12 horas : :
Lavar en etanol de 70 %, hasta quedar blanco el tejido R BRI T
2. Deshldratacion e inclusién : ‘ P
Etanal al 85 %, § minutes ‘ I S
Etanol al 85 %, 10 minutos - e
Etanol ai 86 %, 5 minutos : » o R
Etanol al 96 %, 10 minutos
Etanoi al 100 %, § minutos
‘Etanol al 100 %, 10 minutos : ~ ' , P
Etanol al 100 % - acelte de cedro 1:1, 2 horas ‘ ; R S
Acelte de cedro, toda ia noche . R REEE
Acelta da cedro - clorolormo 1:1, 2 horas
Cloroformo puro, 2 horas ' : L
Cloraformo - parafina 1:1, 30 minutos , L EREIRRER AR TR
Parafina |, 30 minutos ~ - o R S
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Parafina il, 30 minutes
Parafina Liberry, 30 minutos
Inciuir

c) Corte de las piezas incluidas en parafina

Su ejecuclén Implica el uso de micrétomos especlales, disefiados al ofecto. Los
mejores son aquelios en los que fa navaja queda fija y la pieza es movil, correspondiendo a
este tpo los micrétomos de sistema Minot (19).

El corte de las plezas se realiza de la sigulente manera:
+ Una vez Irios y extraidos de los moldes, los bloques sa conservaran en refrigeracion hasta
su corte
+ Se coraran los blogues déndoles forma de trapecio a 5 mm, alrededor de la pieza. para
{aciltar su manejo con las pinzas y la oblenclén de tiras o serles,

* Se expondra tolaimente la superficle de la pleza, con una cuchlila desechable o una cuchila

empleada para este efecto,

o El grosor del corte, dependera de la técnlca, de las caracter(stlcas del fefido -y del
diagnostico que se quiera reallzar

R ]

+ Para obtener cortes de buena calldad y de grosor adecuado, se fendré especial cuidadoen  *

fa calidad de las cuchiflas , que deberdn estar ilmplas, -aceftadas y blen afiladas. Los
extremos del filo, si son afflados se les protegera con cinta adhasiva de colar (28). -

d) Montaje de los cottes

» Ejbaiio de flatacion (bafio circular con coniro} termosiético, de.15 a 30 cm de 1] y"i 5a 10

o de prolundidad; 1a superlicle Interna debe ser negra, para ver: ‘mejor. los “cortes)

contendra agua limpla a una temporatura entre los 40°y 50" C, dependlendo de las

cualidades de la plezas.
¢ Al bafio de flotaclon le podemos agregar ;
1) gelatina 1gAlitro, para mejorar la adhesidn de los cortes al portaobletos
2) detergente anidnico, una plzca, para aumentar la lenslén superficial en el agua

» - Para mejorar Ia fijacién de los cortes al potacbietos, podemos aplicar (con el dedo’ envuelt'o” EE
en una gasa) a una de las caras de |a laminilla albdm_lna de Mayer. ¥ esperar que esta. o

- seque para recuperar ¢l corle del bafio de ﬂolaclén

o' Dospués de seccionar el bioqus, a tira de paral(na resultén\e la podremos guardar, sobre “-‘ o
papel limplo en un lugar fresco y sln polvo o bien se‘momarén varios cones en un L

poriacbjetos o individuaimente de la sigulente manera; -

'« Saparando el conte de la cuchiila por medio de pinza o pincel, para depositario en-un.

portaohjetos , agregaremos al corte unas gotas de etanol ‘al 70 % , para que este 50 :

extienda y se deslice sobre la superficle del agua del bafio de ﬂotacidn
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¢ Una vez que ol carte se ha extendide y aparentemente no tiene pliegues e burbujas, se
sacara con otro portacbjetos limplo que tenga algtn adherente seco (atbUmina Mayer).

» Hecho esto la laminilla se escurre y se seca a la temperatura ambiente. Para marcatla, se
utitiza tinta indeleble {para cristal). Despuds se dejara la laminilla, de 12 a 24 horas en la
estufa bactericldgica (que mantenga la temperatura relativamente canstante entre 55°% 60°
C) o platina a 40° C para que se adhiera al corte mejor al cristal

¢ Hablendo cortado, montade y marcado los cortes, se procede a la aplicacion de 1a técnica
de catoracion eleglda o bien al almacenamiento de ta misma (23,28).

e




UNIDAD VI

A. OBSERVACION Y ARTEFACTOS
a) Observacion

Recomendaciones para la observaclon

Para la revisidn y la observacién microscoplca de las preparaciones, se debera contar
en la medida de lo posible, con un lugar destihado exclusivamente para este fin, ya que de este
modo se facllita la clasificacion, revisién y observacién sin cometer errores en la colocaclon y
disposlcion de las preparaclones an las serles o colecciones (6,10,28).

Se recomfenda tener a la mano xileno - etanel 11, para limplar las laminillas o etanol l
70 %; algodon y una franela limpia y absorbente para el cuidado del mlcroscoplo cajas para
acomodar y guardar las preparaclones y una francla para limplar el drea de irabajo antes y
después de cada sesién de observacion (6,10,28).

Al Iniclar la abservacion, nuestra posiclon seré comoda, esto es, en la que tengamos
libertad de mavimiento en las dos mancs, en la que nuestra espalda no sulra de extensiones o
flexiones Innecesarlas para tener los lentes oculares a Ia altura de nuestros ojos (28).

Antes de encendor el equipe de obsetvacidn, se revisa y limpia el polvo y aceite. que
hublesen quedado en los objetivos, platina, condensador y filtros. Se'procedera a correglr en
los oculares las dioptrias y la distancia interpupllar, la preparacion (debidamente identificada) se
coloca con ef cubreobjetos limplo y hacla arriba. Para la Identificacién se consldera, tanto por-su
astructura como por las anotaciones marginales (se usan eliquelas autoadhesivas) (28)..

Se procedera a la iluminacion segdn Kohler, disminuyendo al mihlmo la Intensidad de
la luz. Esto con el cbjeto de aprovechar al maximo la fuz en el sistema 6ptico y no frritar con una -

luz muy brillante la retina (5).

Al inlclar la ohservaclén se utillza el ob]elfvo panoramico o una lupa, de 4X (s GX esto ;
es utll para reconocer el rgano, su orlentacldn, la posicién, el grado de lestdn, los artefactos o

seleccionar como material didactico. -Apreclaremos asl con mayor claridad fas caraclarlsllcas‘

proplas de la muestra, revisandola en loda su extension. Posterlormente ia observaclén se-

realiza con 10X, 40X 6 60X y finalmente con el ob}euvo de Inmersion (10,28).

b) Artefaétos

El aftelacto es un camblo antlliclal en el corte preparado En hlstolog(a, es lérmlno :

" comprende las caracterisiicas no deseadas de cortes, Son numercsos. los artelactos o
imperfecciones que- dificultan la observaclén de los cortes, por una Ihadecuada selecclén. S
preparacion, toma, manejo, fljacién y procesamiento deo las muestras. Se deberan tener en .
cuenta las distorsiones provocadas por algunos de estos motivos, al hacer la observaclén y ]

dlagndstico (11).

"
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Entre los arlelactas provocados por una inadecuada seleccidn, se incluyen
excoriaclones, necrosis avanzadas con pérdida de la morfologia basica, maceracian,
inflamactdn y artefactos provacadas durante la tincidn por la presencia de medicamentos (40).

Los artefactos provacades por una inadecuada preparacion de la zana muestreada,
incluyen: pseudovesiculas, pseudohendidura, tractura por deslizamiento, pseudopapilomas,
pseudonadulos, pseudoesclerosls, pscudosenos, pseudoquistes, y formaclones globulares por
alguna sustancla presento normalmente en el tejido, aplastamlento por el uso de pinzas o
férceps, deshidratacian, elongacidn, edema intercelular, hendidura y vesiculas por friccion (40).

A continuaclén se hara relerencla a los errores y accidentes mas comunes antes y
durante la técnica histoldgica que provocan distintos attefactos y algunas soluclones para
Intentar en lo posible corragirlos.

Artefactos producidos durante la seleccion y toma de las muestras

Autélisls y putretacclon

La mayoria de los tejidos animales Iniclan el proceso autalitico al disminuir la tenslén
de oxigeno; el pH cambla preciptando la salida y actlvacion de diversas enzimas lisosdmicas,
las cuales actuan, distorsionando asi la arquitectura del tejldo, ja célwla y los organelos
celulares (11,28).

Putrefaccldn, Después de la muerte ya no actdan las defensas comporales y las
bacterlas pueden multiplicarse indiscriminadamente. El cambio del pH en cadaver lavorece ol
crecimiento de algunas bacterias. Las enzimas y toxinas bacterianas son las que desintegran el
tefido (33)

Prevenclon

1. Tomar Jas muestras de animales sacrilicados con este propdsito, Jo mas répidamente
posible; si se requlere muestrear un cadaver se deheré eviscerar.y relrigerar (o mantenor
lo més fresco posible) hasta su reylsién y mugstreo.

2. Seavitara en lo posible tomar muestras de animales que ya no presenten rigor mortis (20)

Artefactos provocados por una seleccion inadecuada

Se evitard la toma de muestras en zonas de necrosls -avanzada, maceramlento.
Inflamacién cronica, reglones en las que se haya aplicado un farmaco reclenfemente y tejidos’
preservados por congelamiento. Esto evitard pérdida de’ morfologia, lracturas. fijacion
heterogénea y varlaclones de las téenleas de coloraclon (6,28,40). ~ :

Artefactos provocados por una toma de muestras lnadet:uada

Las plezas selecclonadas para el proceso histolégico deberan ser- |omadas con ‘
Instrumentos afliados y lmplos, slempre que sea poshle, de.lo contrario se. respetaré un area _
de ia pleza que no se haya pinzado, macerado o desgarrado para posterlormente seocionarlo. ¥
adecuadamente. Para el dlagnéstico histopatoldgico se tomaran muestras que presenten en. -
apariencla ‘macroscoplca tina parte del érea de lesion y una parte del lejldo aparentemente”
sano (3,28,40). : ‘
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Cuando se requieren muestras para diagnostico microbiologico, virologico, y/o micético, se
tomaran primero. Para diagnéstico parasitoldgico se tomardn las muestras ai final de la
necropsia (3).

Artefactos debidos a la fijacion deficiente

Cada fijador tiene un tiempo dplimo de utilizacion. Sifa (ijacion es demasiado corta, las
afinidades tintéreas de los constituyentes celulares son débiles; por el contrario, una fijacion
excesivamente farga provocard demaslada afinidad para los colorantes, y aigunas ocasiones,
pérdida de constituyentes quimicos (17).

Para histologia normal se preferira ia toma de muestras después de una perfusion
general o reglonal. Las plezas no ser&n mayores de 1 - 2 cm, de ancho par 3 - 4 cm. de largo
(10).

La fljacion de las plezas para diagndstica histopatoldgico se realizard sumergiéndolas
en el fijador inmediatamente después de ser separadas (20),

Para avitar Ia mayor parte de jos artelactos debldos a una deficiente fijacidn, se procurara:

e Disponer de la cantidad adecuada de fijador para el volumen de las piezas

o Las plezas deberan estar separadas de ias paredes del recipiente que las contenga

o ElpH deffijador seréa ef adecuado y sin precipltados.

o Usar en la medida de lo posible agua destilada para la preparacién de las mezclas de
fijadores o en su defecto agua limpia sin residuos y sih exceso de sales minerales
{6,11,28,40).

Los principales artelactos debidos a una mala fijacion son:

Aparicion de autdlisis en forma irregular :
Irregularidad en la deshidratacién e infiltracldn, que a su vez provoca dificultad para cortar
Después de la fljacién se deberan relirar con lavade abundante, aquelios tfjaderes que asi
lo indlquen su uso, para avitar pigmentos y acumuiaciones amﬂciales (6,11,28,40).

Artefactos producidos por una deshidratacion y/o aclaramiento deﬁcientes

Para prevenlr una deshidralacién dellcieme se debera comprobar regularmente el
grado alcoholico de los distintos reciplentes en fos que se realiza la deshidratacion. (28).

La deshidratacién Insuficiente se nolara en la poca afinidad del tejido. con el reactivo ;
aclarante que se -utilico, antes de la Infiltracion heterogénea,. - Incluso noténdose"
micrascopicamente zonas blandas en las plezas y diflcuttad en el corte que se caracteriza por la
fractura y "desmoronamiento” de la pleza al contacto con la cuchilia (11,28). ‘

En relaclon al aclaramlento se debera revisar el aclarante periédicaments, para que no
tenga una cancentracion de alcohol o > de agua muy elevada (Garrldo comunlcaclén personal)

Attefactos provocados por inclusion deﬁciente

Estos arefactos son provocados princlipalmente por una’ deshldrataclon y/o S

aclaramlenta deliclentes, impidiendo que el medio de inciuslén penelre correctamente. ‘Las..
burbujas se producen por la falta de tiempo en la parafina. Los errores cometidos en este paso
se nolara por una o varlas zonas biandas dentro de la pleza, las cuales se perciben al tacto y ab
tratar de cortarlas se comparan con la elasticldad def hule (8,11,28 ,38). '
Entre los errores méas comunes de la Inclusién se pueden menclonar:

¢ Elmanejo excesivo al orlentar la pleza provocando dlstorslones enia modologla
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» Burbujas y fracturas en el bloque y en la pleza o separacion de la pleza, y la paralina del
bloque, provocados por una temperatura distinta entre la pieza y la parafina que se vierte
en ol molde (6,11,28,38),

Las fracturas de los bloques al desmontarlas se previenen ponlendo a las paredes del

molde glicorina o acelte mineral (28).

Artefactos provocados en el momento del corte

Los artefactos que resultan del contacto de la cuchiila con la superiicie del bloque son:
fracturas, enrollamlento, desmoronpamiento, separacion o curvatura de la tira do cortes.
Se pueden remediar en su mayoria corriglendo lo slguiente;

1. Elpunto de fusion de la paratina con respecto a la temperatura amblento, sera: para una
época frfa, una parafina con bajo punlo de fuslén y para época célida paralina con alto
grado de fusién (en paises con lemperaturas extremosas).

2. El &ngulo de incidencla de la cuchilla sobre el bloque debe ser tal que el bisel de contacto
tenga un angulo entre 5° y 10°,

3. Elslstema mecénico del micrétomo debera estar engrasado, sin movimientos laterales y
con &l bloque {ijo en posicién correcta on el cabezal.

4, La superficie de corte debera ser un frapecio con los lades horlzontales paralelos.

5. Eventualmente se podra “calentar” o “enfriar" el blogue con agua tibla-o manteniéndolo en
rofrigeracién respectivamente. Se vigllara que el grosor de los cortes sea uniforme dado a
la contraceion y expansién de la pieza provocadas por tos camblos.de temperatura,

6. La cuchllla debe estar perfectamente afilada y asentada comprobando esto con una lupa u
objetivo panoramico. La supericle de comtacto se deba limplar ‘de los fragmentos
resultantes dei corte, Con lo anterlor se evltard en gran medida "rayas" o impresiones,
pliegues o distintas profundidados en el corte (11, 28,38,40).

Antefactos en el momento de la flotacion y montaje sobre portaobjetos -

En este paso de la técnlca hlstoléglca se debera conservar una temperalura conslanle, :
y adecuada en el bafio de fiotaclén, para evitar la latta de extension. y las arugas a’
consecuencia de la temperatura ba]a ola ex:enslén excesiva y- burbujas provocadas por Ia
temperatura alta (17,28).

Para el montaje sobre portacbjetos, Ias laminillas - deberan . estar llmpias y con el
pegamento que se escoja después de rescatar 10s cortes del bafio; se escurrlré el agua que
fenga en exceso o se secara con papel {iitro. Posteriormente se calenlaran en horno o platina.
Estos culdados evitaran la formacién de burbujas por el agua evaporada, el desplazamiento del

corte sobre el portaobjetos y errores en la apreclacion del lado en que se encuenlra el cote . -

sobre [a laminilla (17,28). ‘
El camblo diarle del bafio evitara - la . contaminacién de los cones con colonlas
bacterianas o de hongos (Garrldo comunicacion personal), .

Artefactos de Coloracion: defectos, precipitados y poca dpéténcla (Intdrlel

‘La culminacién en la realizacion de una laminilia- es la obtenclén de coloraclén R

adecuada, Los principales artefactos debldos a este proceso son:

¢ Falta de fitrado antes de la coloraclén, caducldad dal colorante, cambios de pH y ¥

contaminacién de los coforantes,
s  Poco volumen de colorante y homogeneldad d‘e la mezcla,
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» El fijador sera el adecuado para conservar la apetencia fintorial, si esto no es poshle se
hara una postiijacién.

+ Para corles montados o archivados sin coloracion se les debe dar un tralamiento para
recuperar sus propledades basdlilas (28).

+ Falta de reaccidn del colorante con el melal de la canastila, por 10 que recomienda usar
canastillas de cristal (Ocampo y Romero comunicacion personal).
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UNIDAD vii

A. TECNICAS GENERALES DE TINCION E IMPREGNACION,
HISTOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS

TECNICA HEMATOXILINA EOSINA (28,40)

Principlo
Coloracién bicrémica que usa una hematoxilina como colorante bésico, para las
estructuras &cldas y una eosina como colorante Acldo para las estructuras basicas.

Fljaclon
Cualquier fijador.

Procedimiento

Desparafinar e hidratar

Tefilr con hematoxilina de Harris 3 minutos

Lavar con agua corriente, 15 minutos

Diferenclar en alcohol acido oy carbonato de litio, 5 minutos
Lavar en agua corriente, hasta que vire a color azul
Enjuagar con agua destllada

Teiilr con eosina, 1 minuto

Deshlidratar en etanol al 96 %, en dos pasos )

9, Deshidratar en etanol absoluto, en dos pasos, 5 minutos cada uno
10, Aclarar con Xlleno, en dos pasos, 5 minutos cada uno

11, Cubrlr con medio de montaje.

PN AELND

Resuitados
Ncleos: negro - azul
Chtoplasma: rosa - naranja.

TECNICA DE GIEMSA PARA CORTES EN PARAFINA (28.’40)

Princlple L
Tincién pandptica Unica por la.mezcla neutra de Glemsa. para oolorear por‘
metacromasla las células de la sangre.

Fljacién , ,
Alcdliol d@ 70°% o formol buferado,

Procedimiento

1. Desparafinar e.hidratar

2. Lavar én agua deslilada

3. Sumerglr en alcohol metfiico, 2 mlnutos
4, Tefilr con solucién de Glemsa de trabajo
5. Lavar con agua neulra
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6. Diferenciar con una solucién, compuesta por: 1 parte acelona

1 parte alcohol metilico

1 parte alcohol etilico absoluto
7. Aclarar con xlleno, dos pasos
8. Cubrir con medio de montaje.

Resultados
Eritrocitos: rojo palido a rosa
Nucleos: distintos tonos de azul
Granulaciones neutrélilas: violeta
Basdfilas: azul a vicieta
Eosindfilas: naranja
Citoplasma de neutrdfilos y linfocitos: azul claro,

Observaciones
Para obtener mejores resultados se puede probar con soluciones a distintas pH's, variando
de 3.5a95,

COLORACION TRICROMICA DE CAJAL (10,28)
Principio
Coloraclén nuclear por fucsina baslea (colorante basica), coloracion de las demés

estructuras por dos colorantes acidos decrecientes: acido plcrico y carmin de indigo.

Fijacion
Filador de Bouin o postfijacién en Bouln sobre el corte,

Procedimiento

1, Desparafinar e hidratar .

2. - Fucsina bésica o fucsina de Ziehl, 10 a 15 minutos 6 1 mlnuto, respectlvamente
3, Lavedo abundante con agua corriente

4. Acldo acético al 1 %, en agua durante 1 minuto

5, Solucién de Cajal, PIC, 10 minutos.

6. Lavar en agua destilada y diferenciar

7. - Dilerenclar .en &cldo acético al 2 %, en agua durante 2 minutos

8. Detener la diferenciacién en alcohol al 96 %, rapidamente

9. - Diferenclar en alcohol absciuto, hasta que ei azul del tefido conluntlvo sea nmdo

10. ‘Detener la diferenciacién por inmerslén rapida en xileno
11, Aclarar con xileno
12, Cubrir con medio de montaje

Resultados
Nucleos: rojo
Choplasma: amarilloyrosa
Colégena: ‘azul,

)
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COLORACION TRICROMICA DE GROAT (28)

Principio
Coloraclon nuclear, por una laca férrica de hemaloxilina y dos colorantes acidos: acldo
plerico e Indigo carmin,

Fijacion
Gualquier buen fijador.

Procedimiento

1. Desparalinar e hidratar

2. Tefilr con hematoxilina de Groat, 2 a 5 segundos
3. Lavar con agua deslilada, 5 a 10 segundos

4, Teflr con PIC, 5 segundos

5. Deshldratar

6, Aclarar

7. Gubrir con medio de montale.

Resultados
Nucleo; negro
Citoplasma: amarlilo
Conjuntivo: azu!
Hematles: amarillos.

COLORACION TRICROMICA DE VAN GIESON (38)
Principio

cltoplasma y colégena, por la mezcla de dos colorantes 4cidos: &cido picrico y fucsina acida,

Fljaclon
Cualqulera, de preferencia Boulh:

Procedimiento
1. Desparafinar e hidratar ‘
2, ‘Hematoxilina de Weigert, 5 minutos 6 tnoxlhematelna 4 mlnutos ‘

" 3. Lavar, 5 minutos

4. Picrofucsina sobre la preparacion, 5 a 10 segundos
5. Deshidratar en alcohol absoluto, dlrectamente

6. Aclarar

7. Cubrir.con medio de montaje,

Resullados
Nucleos: negros
Choplasma: ‘amariflo
Colagena: rojo o plrpura.

Coloracién directa progresiva, por la hematoxllina de Weigert, coloracién ‘de!

(]
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COLORACION TRICROMICA DE GOMORI (28)

Principlo
Coloraclén nuclear, por una laca de hematoxilina directa progresiva; coloracion de
astructuras acldéfllas, con dos colorantes acidos: cramatropo 2R y verde luz.

Fljaclon
Bouln sl se fija con formol al 10 % neutralizado, prelavar con fijadar de Bouln.

Procedimlento

1, Desparalinar e hidratar , hasta agua destilada

2, Lavar hasta desaparecor el colorante amarillo de Bauln, si no es asf, lavar en alcohol al 70
%, hasta desaparecer ol mismo colorante

. Tefilr con hematoxifina, segiin Welgert, 10 a 15 minutos

Lavar en agua corriente, 10 minutos y después con agua destilada
. Tefilr con la solucion de Gomorl, de 5 a 10 minutos

. Lavar en agua destllada o agua acética

. Deshidratar con alcohol al 100 % 0 96 %

. Aclarar

, Cubrlr,

DENOOED

Resultados
Fibras musculares: rojo
Colagena: verde
Nlicleos: azuia negro.

COLORACION TRICROMICA DE GALLEGO (10)

Principlo e
Colaracion nuclear, por el colorante fucsina acética (fenlcada de Zlehl) y coloraclén de -

las demés estructuras por el complejo PIC:

Fijacién ‘ R IR
Formol al 10 %, por 24 horas o'més, ‘ ' S

Procedimiento L NIPSIE ", e

1. Deshidratar hasta agua destilada y lavar con formol al 1 % TR TR A R T

2. Sumerglr en una soluclén de formal al 2 %can 30 golas da écido acéttco durante 5 a 10; CEG e e
min, R R R L DRI L

Sumerglr en una solucién de agua destllada (30 ml), con 3 goias de écldo acéﬂco y 10} S

gotas de fucsina fenkcada de Ziehl, durante 2 a 4 minutos . KRS

. Lavar ripidamente en una soluclén de formol al 2 %, con 3 gotas de écldo acétlco o

Sumergir en una soluclén de formol al 1 %, durame unahora . ’ - e

Sumergir en PIC, durante 10 min. o R

Lavar en agua destllada répidamente, ‘ B e L RS

©

Noas

1
il
i
E
{
i
i
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Resultados
Nticleo: rojo viclaceo
Colagena: azu!
Musculo: verde amarillento

COLORACION TRICROMICA DE MASSON (9)

Principlo
La coloraclén nuclear por hematoxilina directa progresiva y las coloraclones da las
estructuras, con coloracién de acldoflila decreclente.

Fijacion
Pueden emplearse todos los fijadores habituales, y evitando los que contengan
tetradxido de osmio,

Procedimlento

Desparatinar e hidratar

Soluclén Bouln, t hora a 56° C, sl se fij6 en formoi
Lavar con agua corrienle, hasta qultar el colorante
Lavar en agua destllada

Tefilr con hematoxllina de Welgert, 10 minutos

Lavar en agua destiliada

Sumerglr en sol. Escariata de Biebrich, 5 min,

Lavar agua destllada

Sumerglr en sol. 4cido fesfotiingstico o foslomolibdico, de 10 a 15 min,
10, Tefir con sol. azul de anilina al 1 %, de 10a 15 min,
11, Tefiir con verde luz ai 1 %, 5 min.

12, Lavar en agua destilada

13. Sumergir en sol. de acldo acético al 1 %, de 3 a5 min.
14, Deshldmatar

15, Aclarar

16. Montar.

DOENOOO DO~

Resultados

Nicleos: negros

Cloplasma, queratina, misculo y estrias : rojo

Colagena y moco: azul a verda,
COLORACION AL ROJO NUCLEAR (28)
Prlnclplo
coloraclén de las estructuras éctdas por ei PIC.

Fljaclén
Bouin, Zenker, Helly.

Coloracion nuclear por una Iaca aIumlnIca del &cldo. carméllco, al ro]o nuclear sélldo.: el
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Procedimiento

. Desparafinar y rchidratar

. Teiiir con rojo sdlido, 10 minutos o mas

. Lavar rapido en agua corriente

. Tefiir con PIC al 40 %, 15 segundos 0 més
Enjuagar agua acética al 0.5 %
Deshidratar con alcohol al 100 %

Aclarar

Cubrir,

PNOOAOD =

Resultados
Nugcleo; rojo
Citoplasma: rosa palido, gris o amarillo
Fibras colagenas: azul.
Hematies: amarillos

TECNICA ARGENTICA SIMPLE AL CARBONATO DE PLATA (DE CAJAL) (46)

Princlplo
Las micelas de nitrato de plata de la solucién, se adhleren en el momento de Ia
reduccion, sobre las estructuras arglrofilas, -

Fijaclén
Formol neutro.

Procedimlento

Corte por congelaclén de 10 a 15 micrdmetros
Lavar con agua destllada ‘ :
Carbonato de plata al 2 % mas 3 gotas de plrtdlna, 20 mlnulos frio, agitando suavemente N
Lavado répldo en agua destllada ; o
Pasar a soluclon de formol al 1 % en agua destilada por 2 a 5 minutos ‘ y
Lavar en agua destilada, (la mitad se queda en e agua y la otra mitad se pasa a cloruro de L

[SEE R

caliente
7. Hiposuitito de sodio en solucién acuosa al 5 %,3 minulos a todas
8. Lavado en agua destilada
9. Coloraclén contraste con plerocarmin de lndlgo (de Cajal), duranle 3 mlnutos
10. Lavar en agua destllada para después ]untar todos loscortes - - °
11, Alcohol de 96 % en tres pasos '
12. Creosota
13. Cubrir con medio de montaje (ver nota)

oro al (1:500) mas 1 gola de &cido acético durante 5 minutos en lrro y5a 10 mlnulos en. - AN

‘ Resultados

Niicleos: café tabaco o morado
Citoplasma y sustanclas intercelulares: amartllo

Nota: SI 56 pone contraste de plcrocarmln de lndlgo no se debe montar de ordlnario po;que al
pasarlo a creosota plerde el color, se debe hacer un montaje especlal con xlieno L
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UNIDAD VIl

A. TECNICAS ESPECIFICAS PARA LAS CELULAS Y TEJIDOS
a) CITOLOGIA EXFOLIATIVA

TECNICA DE GIEMSA PARA FROTIS (28)

Procedimiento

Frotls, previamente secado al alre o con calor

Filar con alcoho!l melllice, 2 a § min

Secar al aire

Colorear con la solucidn de trabajo de Glemsa de 35 a 40 min (ver reactivos colorantes)
Lavar en agua destllada

Diferenclar con alcohol metllico, § min

Escurrlr y secar

Cubrir con medio de montaje

PN LD

Resaultados
Eritrocitos: rojo palido a rosa
Nucleos: distintos tonos de azul
Granulaclones neutrdfllas: violeta
Basdfilas: azul a morado
Eosindfilas: naranja
Cltoplasma de neutréfilos y linfocltos; azul claro

REACCION NUCLEAR DE FEULGEN Y ROSSENBECK (28)

Princlplo '
La hidrdlisis aclda rompe selectivamenta las uniones glucosidicas entre bases puricas

y desoxinibosa, produciendo grupos pseudo -aldehidicos que reaoclonan con el reactlvo do

Schiff dando un color caracteristico de rojo plirpura.

Fljacién ; ‘
Fljadores nucleares, cromicos, 6smicos y alcohéllcos.

Procedimiento
Desparafinar
Colodlonar e hidratar (ver apéndice A} -
Hidrolizar con Acido dlorhfdrico a temperalura de medio amblenle. 1 min
Tefilr con reactivo de Schiif, 30 min (ver apéndice A) -
Lavar en tres bafios de agua corrlente -
Lavar en agua cormiente, 30 min
Colorear el londo con PIC
Deshidratar con etanol absolulo
Aclarar
. "Cubrir.
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Resuitados
ADN: rojo purpura

COLORACION DE WRIGHT (30,42)

Princlplo
Ef colorante Wright, es una mezcla de colorantes 4cldes y baslcos que colorean de
manera distinta, ios citoplasmas de los elementos figurados sanguineos, asf como los niicleos.

Fljaclén
Etanol absoluto

Procedimiento

1. Cubrir el frotis completamente con la solucién colorante de Wright, 2 min
2. Aitadir una soluclon de lavado y amortiguador de fosfatos, dejar 6 min

3. Lavarcon agua corriente

4, Secar al alre y observar en inmersidn

Resultados
Eritrocitos: rojo amarillento
Neutrétilos:
Nicleo: rojo obscuro
Gréanulos: lla
Citoplasma: rosa palido
Eosinéfilos:

Ntcleo: rojo obscuro
Granulos: rojo
Citoplasma: rosa palido

TECNICA DE PAPANICOLAOU (30,42)
Principlo

normales.
[
Fijaclén
Etanol al 96 %

Procedimlento

1. Después de fijar
Enjuague con agua corriente 3 seg

~ Tefilr con Hematoxinlina de Harrls, 1 min (ver reactivos co!orames)
Enjuagar gentlimente coh agua corrlente:
Diferenclar en alcohol acldo al 1 %, pase répldo
Lavar en agua corriente, 5 min o hasta alcanzar un color azul nuclear ‘
Enjuagar en agua destilada y pasar a elanol al 96 %, tres veces |
Tefilr en OG6', 2 min (ver reactlyos colorantes)

Coloracion multlple de los citaplasmas para diferenciar las células patoléglcas de Iasb s

i
!
t
!
i




et

09

9, Lavar en dos camblos de etanol al 96 %

10. Teiiir en EA 50, 3 min (ver reactivos colorantes)

11, Dashidratar en etanol al 96 %, tres cambios de pocos seg cada uno
12. Deshidratar en elanol absoluto, tres camblos

13. Aclarar en xlleno, tres camblos

14, Cubrir,

Reauitade
Ntcleo: azul con buen detalte
Cltoplasma: tonalldades de rosa, azul, amarilio, verde y gris.

TECNICA DE FONTANA - MASSON (9)

Principlo

Demostraclon de las estructuras argentalines por medio de la unién con radicales
libres en un cololde de nitrato de piata.

Fijacton
Cualquier buen lijador, sin metales pesados

Procedimiento

Desparalinar

Enjuagar en etano! al 95 %

Lavar en agua destilada directamente
Sumergir en nitrato de plata, 1 horaa56° C
{.avar en agua destllada, 3 bafios

Sumerglr en solucién de cloruro de ofo al 1 %, 10min
Lavar en agua destilada

Sumerglr en tiosulfito de sodio al 5 %, 5 min
Lavar en agua destilada

10. Contraste con eosina

11, Lavar con agua destilada

12. Aclarar

WEND OGSO~

13, Cubrl,

Resuitados
Granulaciones argentatines: negro
Niicleos: ro]os

IDENTIFICACION DEL APARATO RETICULAR INTERNO (DE GOLGI) (10)
impregnacién argéntica de Datano

Principio k
aparato reticular Intemo de Golgl.

Fllaqlén

Después de la ﬂlaclén con una sal de cobalto, se utlllza la capactdad argemaﬁn dol -
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Fijador de Dalano

Procedimiento
Fijar de 2.5 a 48 horas
2. lavar en agua destilada
3, Impregnacion en nitrato de plata al 1,5 % de 24, 48 a 72 horas en la cbscuridad
4, Lavar on agua destilada, varios cambios (3 0 4)
5. Reducir con la solucién reductora de Cajal, por 24 horas (ver apéndice A)
6, Lavar en agua corriente
7. Deshidratar e Inclulr en parafina
8. Cortes 5um de espesor
9, Virar répldamente en cloruro de oroal 0.2 %
10, Lavar en agua destilada
11. Fijar rapidamente por tiosuifato de sodical 5%
12, Lavar cuidadosamente
13, Colocar el fondo con azul de toluldina, 10 min
14, Deshidratar
15, Aclarar
16, Cubrir.

Resultados
Aparato reticular Interno de Golgi: negro

Obgervaciones
Coloracién no especifica '
Se puede suprimir el paso del cloruro de oro y la contra coloracién,

TINCION DE SHORR (40,42)

Princlplo ‘ ‘ P
Las células epiteliales cornificadas se tifien de rojo anaranjado brlllante mlentras que j
las no comnificadas aparecen verdes.

Fljacion : : S
El frotis sin que se seque, so fija sumergléndoio en una soluclén 5050 de alcohol : i
etilico y eter dletilico durante 30 min o puede permanecer en e fljado hasta su tlnclén RERTRRE o i

Procedimlento S e B
1, Sumerglr la laminllla 10-a 16 veces de etanol al 95 % y después en etanot al 70 % RN

2, Dejar la laminilla en hematoxilina de Harrls 60 seg

Decolorarla sumergléndola & veces en &cldo clorhidrico al 0.1 % -

Sumergirla en agua de la llave 16 veces

Defar la laminitla en colorante de Shorr 60 seg

Sumerglr 15 veces en etanol de 70 %, 95 % y etanol absoluto(en clu)

. Aclarar en xlleno

Cubrir,

EPNO O AW




Noo »®

71

Resultados
Nucleos: azul marino
Eritrocitos: naranja a rojo
Queratina: naranja
Miisculo: rojo
Fibras elasticas: rojo pirpura
Tejido conectivo: verde brillante
Cuerpos de Inclusion: rojo intenso
Tejido nervioso; gris claro

b) EMBRIOLOGIA

TECNICA PARA LA OBTENCION DE EMBRIONES DE POLLO (37)

Materlal:

Cristalizador

Soluci6n Ringer o Sallna fislolégica

Tijeras de Mayo para diseccion

Pinzas mosquito de Halsted curvas

Pinzas de Kelly rectas

Cajas de Petrl

Papel filtro

Gotero o pipetas

Fijador de Bouln (reclentemente preparado)

El huevo embrionado se flja a una base de cartén conveniente

Se rompe el cascarén en ia circunferencia de la camara de aire y se vacia en una ca]a de
Petri

El embrion se extrae del saco amnictico ,
Con las pinzas rectas se sujeta al embrién por el cordén o anillo embrionario y se corta
separandolo de los.demés tejidos,

Se enjuaga con solucion salina fisioiégica

Retirar ol exceso de la solucion salina fisiologica con papel fiitro

Sumergir en el fijador al menos 12 horas, a temperatura de medio amblente

N -

TINCION EN BLOQUE
HEMATOXILINA DE EHRLICH (27

Princlpio .
completo del embrién

Flluclon ‘ ‘ e T
Fl]ador de Bouin, Despuésde la lljaclén, Javado abundante y conservaclén en etano| al 70 %r» L N

Técnica en la que se aprovecha el porcentaje de agua en Ios te]ldos para teﬁlr el cuerpofiv~ :




72

Rehldratacion

1. Etanol al 70 %, 30 min
2. Etanol al 50 %, 30 min
3. Etanol al 835 %, 30 min
4. Agua destilada, 30 min.

Coloraclon

5. Hematoxilina de Ehrlich hasta color rojo - anaranjado (macroscapicamente)
6. Agua destilada hasta que no deslifia

7. Alcohol Acldo, hasta obtener un color rosa mexicano (macroscéplcamente)
8. Agua de la llave, 20 min

9, Carbonato de litio, hasta obtener un color azul (macroscépicamente)

10. Agua de la llave, 20 min

11. Enjuagar en agua destilada,

Deshldratacion

12, Etanol al 35 %, 30 min

13, Etanol al 50 %, 30 min

14. Etanol al 70 %, 30 min

15, Etanol al 85 %, 30 min

16. Etanol al 96 %, 30 min

17, Etanol al 100 %, dos cambios de 1 hora.

Aciaracion

18. Salicllato de metilo + etano! absoluto 1:1, 30 min
19, Salicilato de metilo, 2 6 3 dias

20, Salicllate de metilo + xlleno 1:1, 10 min

21, Xileno 1, 15 min

22. Xlleno !I, 15 min

Montaje ‘
23, Con resina sintética o bAlsamo de Canada

Resuitados
Nucleos: negro - azul
Cltoplasma: rosa - naranja

" TINCION EN BLOQUE

VERDE LUZ (28)

Fljacién
Fljador de Bouln

Hidratar

1. ‘Etanol al 70 %, 30 min
2. "Etano 8150 %, 30 min
3. Etanol al 35 %, 30 min
4, Agua destilada, 30 min




Fijaclén

3

Coioracion
5, Verde luz, 5a 30seg
6. Agua destilada, hasta que no destiiia.

Deshidratacion

7, Etanolal 35 %, 30 min
8, Etanolal 50 %, 30 min
9. Etanol al 85 %, 30 min
10. Etanoi al 96 %, 30 min

11, Etanol al 100 %, 1 hora

Aciaracion

12, Sallcliato de metilo + etanol abscluto 1:1, 30 min
13, Saliciiato de metilo, 3 -4 dias

14, Salicilato de metilo + xileno 10 min

16, Xlleno i, 15 min

16. Xlleno it, 156 min

17.Montaje.

Resultados
Todas las estructuras se colorean con distintas tonalldades de verde

HEMATOXILINA EOSINA PARA TEJIDOS EMBRIONARIOS (37)

Filador de Bouin. Después de la fljacién, favado abundante y conservacion én etanol
de 70%. v

Procedimlento

Xileno I, 5 min

Xileno il, § min

Etanol absoluto, 2 min

Etanol al 100 %, eter, celolding, 1 min -
Etanol al 85 %, 2 min

Etanol al 70 %, 2 min

Etanot al 50 %, 2 min

. Etanol al 35 %, 2 min

Agua destilada, 5 min

10 Hematoxliina de Harris, 75 seq

11, Agua destilada, 3 min

12. Viraje rapido con aicohol acido

13, Virar con agua de la llave y amonlaco
14, Agua destilada 3 min

16, Eosina de Camegie 3 min

oo P

© o~

16, Etanol ai 86 % |, rapido

17. Etanol al 96 % |1, rapido
18. Etanol al 100 %, rapido
18, Etanol al absoluto + éter 111, Smin
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20. Etanol absoluto + éter 1:1, 5 min
21, Xileno ill, 5 min

22, Xileno IV, 5 min

23. Montar.

Resultados
Todas las esiructuras se colorean con distintas tonalidades de rojo y rosa

TRANSPARENTADO DE EMBRIONES SEGUN DAWSON (28)

Procedimiento

1. Etanolei 96 %, +/- 7 dias

2. Acetonal semanao +/- 10 dias

3. Etanolde 96 %, +/- 4 dias

4. Hidréxido de potasio al 1 %, +/- 3 semanas, (hasta tener los huesos vislbles)
5. Rojode Alisarina 0.1 g en soluclén de Hidroxldo de potasio al 1 %, -+/- 30 min.

Coloreado en solucidn de:
6. Hidréxido de potaslo 1 g., 20 mi de glicerina, en agua destilada 79 m! +/- 7 dfas
7. 26 3camblos para qultar el exceso de colorante
8.  Solucion KOH B ml al 1 % y glicerina 20 ml,
9. Glicerina KOH al 1 % " Tlempo

45 mi 60ml 1 semana

60m - 40mi

BO mi 20 mi

100 ml 0

Se sustituyo e} agua del tejido (embﬁonarlo) con glicerina y se le agrega un cristai de timol para
sU conservacion, :
c) TEJIDO EPITELIAL

Para la observaclén de este tejldo se puede usar cualquler lécnlca que brinde un s
contraste alto entre el nicleo y el citoplasma de las células epltellales y tefido conectivo,
Coloracién Tricromica de Gallego, Coloraclon Trk:romlca de Ca]al Coloracién Trlcrémlca de -

Groat, Tricromica de Van Glenson

d) mlmmuscnm
COLORACION DISTINTIVA DE FIBRAS

' COLAGENAS, RETICULARES Y ELASTICAS (28)‘

Principlo

Aplicaclén sucesiva sobre e mismo corte de la lmpregnacién para llbras retlcu!ares y :

decoloraclbn para flbras " elasticas y colagenas,
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Fljacion

Bouln, de preferencla, aunque se puede hacer postfijacion sobre los corles.

Procedimiento

1. Cortes en parafinade 3 - 5 pm

2. Desparaflnar e hidratar hasta agua destilada

3. Sumergir en una soluclion acucsa de plridina al 16 % , 15 min

4. Sumergir en etanol de 95 %, 3 min

5. Lavar en agua corrionte, 5 min

6. Sumerglr en soluclén acuosa de &cido peryadico al 0.5 %, 16 min

7. Sumergir en agua corrlente, § min

8, Lavar en agua destllada a 37° C, algunos seg, para que los corles alcancen la temperatura
del agua

9. Complejo amonlacal de plata a 37° C de 1 hora y media a 2 horas, hasta que tome un
color tabaco muy claro

10. Lavado breve en agua amenlacal (una gota do amenlaco por 100 mi de agua destilada)

11, Lavar en agua destilada

12. Enjuagar en distintos bafios de solucién butferada de formol al 10 %, durante 5 min, para
obtener la precipltacién adecuada de la plata sobre el corle,

13, Cuatro bafios de agua destllada, de 30 seg cada une hasta que no se tormen nubes
blancas en el bafia,

14, Soluclon de viraje de 10 a 40 seg, hasta que el amarilio vire a purpura gris

16. Lavar en agua destilada, 5 min

16. Sumerglr en sclucién acuosa de hiposullito de sodio al 5 %, de 1 a 3 min

17. Sumerglr en agua corriente, 5 min

18. Eventual calondionale (solucién de colodidn, ver en apéndice A) previo, a la deshldrataclén
por etanc! al 95 % ‘

18, Enjuagar en etanol al 70 %

20. Sumergir en salucldn de orceina a 37° G, 15 min (ver apéndice A)

21. Enjuagar en etano! al 70 %

22, Lavaren agua destllada

23, Sumergir en soluclén acuosa de acido fostomolibdico al 5 %, 10 a 15min

24, Lavado répldo en agua destilada :

25. Tefilr con solucion de azui de anliina, 5.a 10 min

26, Lavado rapldo en agua destilada

27, Teiilr con solucion acuosa de naran]a Gal2%1a2 min

28.- Lavado muy répldo de apua destilada

29, Sumerglr en solucién de 4cldo acético al 1 %, 6 min o més

30. Deshidratar, camenzando por etanol de 95 % ‘

31, Aclarar

32. Cubrlr

Resultados

Fibra colagena: azul
Fibras reticuiares: negras
Fibras elasticas; café rojizo




Nucleos: café obscuro

Miisculo eslriado: gris azul
Musculo liso; café claro
Epitellos; de grls a calé obscuro.

TECNICA DE REYES MOTA (41)
PARA FIBRAS ELASTICAS

Princlpio
Coloracién selectva de las fibras elasticas por la fucsina,

Fljaclon
Preferentemente con Bouln,

Procedimiento

Desparalinar e hidratar

Sumergir en agua destllada 2 min

Cloruro de oro 1:500, 1 - 12 horas a 50° C 15 -20 min
Hiposulilto de sodlo al 5 %, 5 min

Lavar con agua destllada

Sumergir en formol al 10 %, t0min

Sumergir en solucion 1,-10 min (ver apéndice A}
Lavar rapldo en agua destilada

Sumergir en solucion |1, 3 min (ver apéndice A)
10, Lavado rpido en agua destilada

11, TedlrconPIiCde1a2min

12, Lavar en agua destllada

13, Deshidratar

14, Aclarar

15. Cubrir,

LeEeNOrLD~

Resultados
Fibras elasticas: pirpura

TECNICA DE THOMAS (28)
Principio

Solucién:B se filtra y 50 mi se agregan a la soluclén A, se reposa 24 horas

Fllaclén .
Cualquier buen fljador

Procedimiento

1. _ Desparalinar hasta agua destilada

2. Tefilr con hematoxilina de Thomas, 2 min
3. Lavaren aguadestiada

16

Tincién de! tejido conectivo por la laca de hematoxilina, segun Ia técnlca de Thomas ‘
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Diterenciar en soluclon de &cido picrico al 0.5 %
Lavar en agua corrlente

Deshidratar

Gubrir,

Noos~

Resultados
Colagenay reticulina gruesa: vioieta - negro
Células argentafines: negro
Niicleo: azul palido
Células Paneth: anaranjadas.

e) TEJIDO MUSCULAR

El tefido muscular puede ser observado con las técnicas de rutina generales, para su
observacion particular se pueden usar las hematoxilinas con alumbre, impregnaciones y
hematoxilinas regresivas.

También se recomienda utifizar técnicas para diferenciar el miisculo con el lejido
conectivo que Yo rodea, el cuél puede ser muy abundante y denso. Gomo ejemplo la técnica de
Van Gleson, para diferenclar 1a colagena de misculo.

f) IEJIDO NERVIOSQ
TECNICA DE KLUVER Y BARRERA (28,36,43)

Principio

Coloracion mielinica por ef azul luxol rapido; aprovechando la afinidad de los acldos
grasos por esle colorante bésico y contrastando con el violeta de cresﬂo para -algunas
estructuras acidas,

Fijacion
Formol al 10% neutralizado.

Procedimiento

Cortes en parafina de +/- 10 ym

Desparalinar y lievar al etancl al 95 %

Solucion de luxol 30 min, 16 a 24 horas a 4° G (18 horas a 56° C)

WD~

bajo el criterio del observador
Lavar en agua destilada para detener el lavado

o ;

microgcopicamente hasla el color verde - azul
7. Lavarenetanolal70%
8. Lavar en agua destilada
9,

Diferenclar cuanlas veces sea necesario, para obtener un: contraste marcado entre Ia.,,\r: e

sustancia blanca teiiida de azul a verde y la gris incolora
10. Colorear 6 minutos en la soluclén de violeta de cresilo
11, Deshidratar en etanol al 95 % con écldo acétlco, 5 gotas por cada 100 mi)

Eliminacion del exceso de colorante en etanal ai 95 %, controlando microscéplcamente,v '

Sumerglr en soluclén acuosa de carbonato de litio ai 0. 05 %, 8lgunos seg, contrqi‘ahdd“ -
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12. Deshidratar an etanol al 96 %
13. Deshidratar cn etanol al 100 %
14, Aclarar

15, Cubrir.

Resultados
Cuerpos celulares: violota
Miellna: verde azul

PROCEDIMIENTO DE BIELSCHOWSKY (23)

Este método presta excelentes serviclos para la exhibiclén de las terminaclones
gruesas nerviosas perlléricas, motrices y sensitivas, es menos seguro para revelar las
arborlzaclones finas de las fibras auténomas y del sistema simpético, donde la reacclén fracasa
frecuentemente, y puede dar lugar a errores de Interprelacién, por impregnar a veces
selectivamente fibras aisladas de precolagena o da reticulina. Es mas segura la Impregnacion
en blogue que en cortes.

VARIANTE DE BOEKE AL PROCEDIMIENTO
DE BIELSCHOWSKY (23,36)

Fijacion

Formol neutro (neutralizado con carbonato de magneslo), al 12 %, durante 15 0 mas ‘

dfasy menor de 1 a2 meses.

Procedimiento

1. Lavado rapido en agua destilada c inmersién en piridina pura por 3 dlas

2. Lavado por 8 horas en agua destllada, renovar con frecuencia

3. Impregnaclén con nitrato argéntico al 3 %, durante 5 a 6 dias, en estulaa 35’ c
4

Tras un lavado rapldo en agua destllada, Inmersién en bloques, por 24 horas, en soluclén ,

diluida de Oxido argéitics amoniacal de Blelechowsky * anla estulaa 27° - 35°C

5. Lavado en agua destilada, renovandola varlas veces en el transcurso de 2 é 3 horas en‘-‘ ‘

estufade 27°a35° C
6. - Reducclén en formol neutro al 20 % durante 1 dia

7. Lavado, Inclusién rapida en parafina pasando por el xlleno, obtenclén de cones v|rado al’

oro de los mlsmos .
8. Cibrir con balsamo de Canada.

* Este bafio, base del proceder do Blelschowsky, se obliene afiadienda a 5 mi do una soiuctonf
de nitrato de plata al 10 %, § gotas de hidréxido de potasio al 40 %, con el que se orlglna n s

precipltado de color obscuro de éxido de plala, Se adiiona dosputs amoniac, y e agreaan R

26 ml de agua destllada
Resultados

Este método suministra bellas Impregnaciones de las termlnaclones perifériees. motrlces y o
senshtivas, y tamblén de las terminaclones de las ﬁbras slmpéllcas, aunque no-¢on. |a i

constancia de aquellas,
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TINCION SUPRAVITAL CON AZUL DE METILENO (23)
{para terminaclones nerviosas)

Solucion colorante
Consiste en 0.3 g de azul do metlienoy 8.5 g de clorure de sodio, disueftos en 1000 mi

de agua deslilada

Método
Las estructuras delgadas como el mesenterlo se pueden tefilr por Inmersion durante 1

6 2 horas a 37° C, con observacion microscéplea ocaslonal para establecer el estado de tincldn
de Jos nervios, Otros tejidos se perfunden con e colorante a 37° C (perfusion segmentarla o del
animal entero ), mantenlendo una oxigenacion suficlente de los lejidos (so pena que el
colorante se reduzca a leucobase) durante la maniobra y después. Unos 30 minutos después
de terminada la perfusitn , se sacan los tejldos y se fijan bajo forma de cortes delgados (1 mm)
durante 1 a 12 horas en molibdeno de amonlo al 8 % en agua, reclén preparado; se forma asf
un complejo con el azul metlieno, Luego los lragmentos se lavan de 1 a 6 horas en agua
corrlente , y sa pueden preparar cortes par congelacldn o en cridstato. Si se preflare, se
deshidrata en varios bafios de alcohol bulllico lerclario, se aclara en xlleno y se Incluye en
parafina, se preparan. corles de 10 a 40 pm que se pasan a poriacbjetos y se montan
directamenta después de xlleno,

IMPREGNACIONES PARA CELULAS GLIALES,
TUMOR DE CELULAS GLIALES Y GLIOSIS (23,36)

Fijacion
Formol al 10 %, por varios dfas.

Procedimiento
1. Desparalinar, colodlonar (eventuaimente)

2. Hidratar en etanol al 80 % ’
3. Impregnar en soluclén con 8g de nitrato do plata dlsuelto on 10 ml de agua y. dliuldo en 90

mi de efanul &i 85 %) de 6.2 48 horasa 37° C

4. Lavar répldamente en etanol al 95 %
5. Reducir 1 min aprox. en una selucién con & g. de acldo plrogéllco. dlsuelto -on 5 ml
lormaldehido y 95 ml de etanol) :
6. Lavar ,
7. Fljar en tiosulfato de sadio, 1 minuto
8. Deshidratar,
9. - Aclarar
10, Cubrir,
Rnul!ndoc
Glia pajolégica: gris a negro
Axories; gris

Fondo: Gris violeta.
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Observaclones
Adiclonar 0.25 - 0.5 ml de acido nitrlca en el bafo argentico, que puede requerlrse para

evitar la Impregnacion de las células de glia normales.

UNIDAD IX

A. TECNICAS ESPECIFICAS PARA INCLUSIONES Y ACUMULACIONES
EN LOS TEJIDOS

REACCION DE PEARLS ( CON AZUL DE PRUSIA) (28)

Prineiplo
Los iones férricos en presencia de ferroclanuro de polaslo, dan origen al {erroclanuro

férrico o azul de Prusla, of cudl so observa como un precipitado azul de caracter(sticas
insolubles en el teido,

Fljacion
Preferible formol neutro, u otras que no contengan cromo,

Procedimiento: corles en parafina

Desparafinar, (colodlonar eventualmente, ver solucion de colidion) y rehidratar
Tratar con el reactlvo de Pearis, 30 min (ver apéndice A)

Lavar varlas veces en agua destllada

Colarear el fondo con rojo sélido, o naranfa G 20 seg

Deshidratar

Aclarar

Cubrir.

NOmP LN~

Resuitados
Reacclén especifica de los compuestos térrlcos (hemoslidarina, terrina y o!ros con Fo

férrigo) coloreandose de azul verdaso.

REACCION PARA LA IDENTIFICACION | | LA
DE BILIRRUBINA (KUTUK) (25) e L

Princlplo 3 P ‘ ,
Oxldacién de la bilirublna fransformada en bmverdlna. para poder observar a oo

pigmento de color verde esmeralda.

Fllaclén
" Formal o Bouln,

Procedimlento; cortes en parafina

1. Desparafinar y rehidratar -

2, Soluclén acuosa de alumbre de flerro al 15 %, 15 min

3. Lavado répido en agua destllada, para quitar el exceso de alumbre de ﬁerro
4, Enjuagar en etanol al 95 % , .
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5. Colorear el fondo rapldamente con una solucion de amarilio de metanilo al 1 % en etanol al
95 %

6. Deshlidratar en etanol al 95 %
7. Secar con papel filtro

8. Aclarar

9. Cubrir.

Resultados

Bllirrublina transformada en hiliverdina: verde esmeralda,

REACCION DE AZUL DE ALCIANO DE MOWRY (28)

Principlo

El azul de alclano a pH &cldo (2.6), se fija sobre grupos Acldos de mucapolisacaridos y
glicomucoprotelinas, probablemente por enlaces sallnos (formados entre grupes de carga
opuesta de las cadenas laterales de los amino4cldos).

Fljaclon
Carnoy, formol calcio o Bouin,

Procedimlento: cortes en parafina

Desparaflnar y rehidratar

Bafio en solucidn acuosa de 4cido acético al 3 %, 2 min
Colorear de 5 a 30 min en una solucién acuosa de azul de alclano al 1 % en-4cido acético
al 3 % (fliitrar anles de! uso)

Lavar en agua destilada

Colorear con jaca: rojo nuciear sélido o trioxihematelna férrica de Hansen
Lavar en agua destilada

Deshidratar

Aclarar

Cubrlr,

[

CENOO >

Resuitados

" REACCION DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS) (17,40)"

Princlpio

purpura.

Fijacion
Carnoy, Bouin

Mucopolisacéridos y glicomucoproteinas &cidas con grupos carbox[llcos' azul turquesa S |
{clertos mucopolisacaridos sullatados lambién reaoclonan) :

El &cido peryddico, fompe por oxidaclon Ias uniones entre dos carbonos, de Ios grupos Q o i
quimicos glicol 1-2, hidroxl-1, amonic-2, hidroxi, alquilamina-2 y ceto-2, haclendo aparecer - .
grupos aldehldicos, que forman con el reacilvo de Schitf un producto de condensaclén de color
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Procedimionto
Desparafinar e hidratar con agua destilada

Oxidar con la solucion de acido peryddico al 0.5 %, 5 min
Lavar en agua corrlente, 5 min

l.avado breve en agua destilada

Tratar con el reactivo de Schiff de 15 a 30 min (ver apéndice A)
3 baiios de agua sulfurosa o agua destilada (ver apéndice A)
Lavar en agua corrlente, 3 min

Teiiir can la hematoxltina de Harrls, 3 min

Lavar y colorear con PIC, 1 min

10 Destidratar con alcohol absoluto

11. Aclarar

12. Cubrlr,

CENDO P @~

Resultados
Gldcidos, ciertas protolnas, lipopigmentos ¥ glucolipidos: rojo violaceo.

TECNICA DE CARMIN DE BEST (5)

Principlo '
Coloraclén empirica def glucégeno por el acldo carminlco.

Fljacién
Fijador aitamente alcohdlica, especifico para glucdgeno (Carnoy)

Procedimiento

Desparailnar e hidratar

Coloracion nuclear, cualquler laca de hematoxllina, segtn la técnlca e!eglda
Solucién carmin 15 a 30 min

Sumergir directamente en la solucion diferencladora, 10 a 15 seg (vor apéndice A)
Deshidratar con etanal absoluto

Aclarar

Cubrir,

Lol A Rt

N

Resultados

Glucogeno, galactégeno y algunos mucopollsacérldos ro]o (el primero mas intensameme) L

Nnicleo azul
Obssrvaciones
Se deberﬁn hacer digostiones enzlmatlcas como control de Ia reaocl(m .

REACCION DE BIURET
(para identificacion de proteinas) (28)

Principto

una reaccién coloreada. Reacclon general de las protel nas, no especlﬂca

~ Los enlaces peptldlcos dan en presenc!a de hidréxido de sodlo y de sullato de cobre. .‘ : 1 X
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Fijacién
Cualquier fijador, evitar metales pesados

Procedimlento

Desparafinar y rehidratar

Reactivo de Sals puro o diluldo al 50 %, 10 min (ver apéndice A)
Lavar en agua destilada

Deshidratar

Aclarar

Cubrir,

oA ON

Resultados
Todas las proteinas en azuj obscuro,

Obhgervaciones
Reaccién muy destructiva

METODO DE AZUL DE ALCIANO PARA AMILOIDE (6)

Principlo
Eil azul de Alclano tifie el amiloide y es precipitado por una postalcalinizacién con

solucién saturada de Bdrax, en etanol a 80 %.

Fijacion
Nocritica

Procedimienta

Desparafinar e hidratar hasta agua dostilada

Lavar en alcoho! &cido

Tefilr con soluclén azul de Alclano, 2 horas (ver reactivos colorames)

Lavar en alcohol &cldo ‘ _

Lavar en agua destilada R
Sumerglr en solucion de etanol al 80 % saturada de Bérax, 30 mln coma mlnimo :
Lavar abundantemente ‘

Contrastar con azui celeste hemalumbre y Van Gleson,

NN -

Resuliados ‘
Amillolde jovan, mastocitos, moco ceroide: verde brillante

Amilolde vigjo: verde pélido
Colagena: rojo
Musculo; amariflo.

METODO DE VON KOSSA
(para demostrar la presencia de culclo) (6)

Prlnclplo
Demostracion de aniones, de sales de calclo por medio de plata redualda




Fljaclén
Etanol absoluto, preferentemente o formo! bufferade al 10 %, neutro,

Procedimiento

Desparafinar e hidratar

Sumergir en solucion de nitrado de plata al 5 %, 30 min

Lavar en agua destllada

Sumerglr en solucién acuosa de tiosulfato de sodjo al 5%, 3 mi
Lavar en agua destilada

Tedilr con rojo nuclear séildo, 5 min

Lavar en agua destilada

Deshidratar

Montar,

-—

LeENSO» LN

Resultados’
Depésitos de caiclo y sales: negro
Nugcleo: rojo
Citoplasma: rosa.

Observaciones
Demostracién para la presencta de calclo
No utilizar fljadores con calclo,

b
!
i
¥
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UNIDAD X
A. TECNICAS ESPECIFICAS PARA MICROORGANISMOS

TINCION DE GRAM (35)

Principlo
El colorante baslco entra al microorganisino (mo) donde forma una con el yodo una

laca Insoluble en agua. El alcohol o acetona deshidrata las paredes del mo Gram (+), tratados
con un mordante y forman una barrera de laca que no pueden alravesar. Los mo Gram (-} los
{lpldos de la pared {més abundantes que en los mo Gram +) so disuelven por este tratamiento,
lo que permite el escape dal compleja cristal violeta con yodo (23),

Fljacién
Fisica (calor)

Procedimiento

Teflr con cristal violeta y oxalato de amonlo, durante 30 seg (ver reactivos colorantes)
Lavar perfectamente con agua de la llave

Aplicar solucién de lugol durante 30 seg (ver apéndice A)

Escurrlr la solucién de lugal, pero no favar

Decolarar con algunas golas de acetona pura, menos de 2 seg

Lavar rapldamente con agua :

Contraslar con safranina al 0.5 %, durante 30 seg (ver reactivos colorantes)

Lavar y dejar secar,

OrON -

o N>

Resultados
Microorganismos Gram pasitivas: azul o purpura
Microorganismos Gram negativos; rojo

TINCION DE GRAM (MODIFICACION DE REED) (35,44)

Principlo- -
Obtener un colorante primarlo més estable que el orlginal, ya que esle 86 deleriora -

répidamente y reduclr el tiempo requerido para completar la técnlca

Fijacién
Fisica (calor)
Procedimiento
1. Teiilr con cristai vidleta mas bicarbonato de sodlo (solucidn senslbillzanle), 15 seg (ver
reactivos colorantes) :
2. Lavar con agua cortiente
3, - lodo en Gram, 15 seg (ver apéndice A)
4, Lavar con agua carriente
5, Decolorar con alcohol - acetona, de 2 & 3 seg-(ver apéndico A)
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6. Lavar con agua corriente
7. Teiilr con fucsina basica, 30 seg (ver reactivos colorantes)

Resaultados
Microorganismos Gram positivos; azul
Microorganismos Gram negallvos: rojo

TINCION DE ZIEHL - NEELSEN
{para bacterias dcldo - aicohol resistentes) (35)

Principlo
Aprovechar las caracteristicas superficlales de la membrana (alto contenldo en

{ipldos) y del Interlor de las bacterias Acido - alcohol resistentes), para hacer una fijacién
diferencial,

Fijacién
Cualquier buen fljador.

Procedimiento

1. Cubrr la laminilla con solucion fucsina tenicada, de 10a 15 min

2. Lavar perfectamente la laminiila con agua corriente

3. Decolorar con alcohol Acido hasta que todas las trazas de color rojo desaparezcan del
frotls,

4, Lavar perlectamente con agua de la llave cuando la decoloracién se haya compietado
5. Contrastar con azul de melileno o verde de malaquita al 0.5 % durante 1. min

6, Lavary dojar ascurrir sostenlendo por un extremo la laminflia

7. Deshidratar

8. Cubrr,

Resultados

Microorganismos &cldo- alcohol resistentes: rojo
Otros microorganismos: azut o verde (segin el colorante utllizado)

TECNICA DE FITE - FARACO (28)
(para bacterias écido - alcohol rulmntoe)

Prineiplo

dlferenclal

Fl]aclén
Cualqulier buen lijador.

Aprovechar las caracleristicas superflciales de la membrana (aho comenldo en ‘, e
lipidos) y del interior de las bacterlas &cido - alcohol resistentes), para’ hacer una ﬂjaclén‘ SR
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Procedimlento

1. Desparafinar 2 pasos con xileno (2 partes de xileno con una parte de aceite de cacahuate,
el acelte proteje al corte) 12 min c/u.

Escurrir ef exceso de acelte

Teiilr con carbol fucsina de Ziehl de 20 a 30 min

Lavar con agua destilada

Diferenciar en alcohol dcido al 1 % una por una, hasta dar color rosado 1 min aprox.
Contraste figero con sol. de azui do metileno

Lavar el exceso azul con agua corriente

Limplar y dejar secar al aire unos minutos

Cubrlr con resina.

OoNOOREOLOD

Resuitados
Bacllos: rojos
Fondo: rojo

TINCION DE MANEVAL
(linclén para capsula) (44)

Princlplo
Tinclén negativa por la dificultad que existe en la cipsula, para retener el colorante-y
porque los procesos de fljacion al calor y lavado las disuelven,

Fijacion
Fisica (Calor)

Procedimiento

1. Maneval A; rojo congo, Mezclar cultivo sobre una gota de colorante |, dejar que saque a
medio amblente (ver apéndice A) : .

2, Maneval B: fucsina acida, 1 nin (ver apéndice A)

3. Lavarcon agua corrlente, secar y observar,

Resuitados
Cépsuia; no se tiiie
Fondo: obscuro
Céiulas: se tifien de rojo.

TINCION DE SCHAEFFER Y FULTON
(tincién para esporas) (35)

Principlo RN
Es necesario aplicar calor para forzar la entrada del coioranta prlmario (verde_
‘malaquita) y una vez este ha penelrado, al laver Ia preparaclén y agregar un colorante de .
contraste - (safranina), las céluias vegetativas se tifien de ro]oy la espo:a permanece teﬁlda de* } 2
verde,

T [
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Fijacion
Fislca (calor)

Procedimiento

1. Cubrir 1a laminilla con verde de malaquita en solucion acuosa al 5 % y calentar hasta la
formacién de vapores, durante 1 min

2. Lavar con agua corriente

3, Contrastar aplicando safranina en solucién acuosa al § % durante 15 o 30 segundos

4. Lavar, escurriry secar cerca del mechero.

Resultados
Esporas:; color verde
Células vegetativas: color rojo

TINCION DE WARTIN - STARRY
{tincion para esplroquetas) (34)

Principlo
Impregnacién del microorganismo aprovechando su arglrofllia.

Fijaclon
Formol al 10 %, neutralizado

Procedimlento

Desparafinar e hidratar

Sumerglr en soluclén de nitrato de plata al 1%, a bafic Marfa durante 30 min a 43°C
Sumerglr en solucion de nitrato de plata al 2 % a 43° C (revelador)

Lavar en agua destllada a43° C

Lavar en agua destllada

Deshidratar 2 camblos de etanol al 95 % y etanol absoluto -

Aclarar

Cubrlr.

NI LN

Resuitados ;
Espiroquetas; negro
Otros microoganismos: café claro,

METODO DE LEVADITI, (1906) (38)

Principlo .
lmpregnaclén de las estructuras bacterianas aprovechando su arglroﬂlla‘ P

Fljacion ‘
Formol sallno o neutrallzado
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Procedimiento

1. Desparafinar secciones de 3a4 pm

2. Hidratar, lavando en bulfer

3. Impregnar con solucion de nitrato de plata al 1.5 % 1 hora a 60° C
4. Revelar 3 min a 60° C (ver apéndice A)

5. Enjuagar con agua destilada a 60° C

6. Enjuagar en buller (ver apéndlce A)

7. Deshidratar

8. Aclarar

9. Cubrir,

Reasultados

Esplroquetas: negro
Fondo: amarille o calé claro.

METODO DE LEVADITI (1905), EN BLOQUE
(para esplroquetas) (38,40)

Principlo
impregnaclon de ias estructuras baclerlanas, aprovechando st argirofliia,

Fljacién
Formol al 10 % neutro

Praocedimlento

Plezas de 1 a 2 mm, de 24 a 48 horas de fljacién

Lavar en agua destllada una hora

Sumerglr en etanol al 96 %, 24 horas

Impregnar con soluclén de nlirato de plala al1.6%, ad7°Cenla Obscurldad por 3a$§ dlas
(ver apéndice A)

Lavar en agua destilada, 30 min a temporatura amblente en la ObScUrIdad
Reducir dos dias & 37° C (ver apéndice A) -

Lavar con agua deslilada,

Deshldratar en etanol al 80 %, 90 % hasta etanol absoluto

Inclulr

10 Realizar cortes de 3 & 5 pm

L

©END?

11, Desparafinar

12. Aclarar
13, Cubrlr.

Resultados
Esplroquetas: negro
Fondo; amarillo o café claro.
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UNIDAD XI|
A. TECNICAS ESPECIFICAS PARA PARASITOS

a) Conservacion de helmintos

Conservacion de nematodos

La cuticula de estos vermes es muy gruesa y, por ello, es prelerible utillzar para la
filaclon Hquidaes callentes, El etanol al 70 % o la soluclén de formalina al 3-4 % deben
calentarse a 71-82° C; tras lavar Intensamente los vermes aglténdelos en dos o tres camblos
de suero fisloléglco, deben Introducirse en el fijador callente, Una vez que el llquldo se ha
enirlade deben conservarse en fijador nueve de la misma clase (45).

En la mayarfa de los casos es adecuado un fijador compuesto do formaldehido al 4 %
y &cldo acético al 10 %. Se obtlene aiiadiendo 10 ml de formalina y 10 mi de acido acélico

glaclal a 80 mi de agua (F:A) (45).

Conservacion de céstodos

Antes de proceder a su fijacldn debe Intentarse favarios en soluclén al 1% de sal
comun, tenlendo cuidado de no romperlos ni dejar que se anuden. Se {ijarén después en
formalna al 5-10%, ya entre dos trozos de vidrlo o moviéndolos con una pinza mientras se
Introducen en el liquido fjador o blen sumerguiéndolos repetidas veces en ef liquido y dejando
que cuelguen entre fas Inmerslones, suspendldos por la parta posterlor de la pinza, Esta ligera
traccién los mantlene en poslclon extendida correcta y lacilita el examen posterlor (45).

Se pueden relajar los vermes dejandelos en solucién salina lislologica .con 1% de

uretano durante un breve tismpo y llevandolos después al fijador de lormaldehido-cldo acético

descrite para los nematodos (45).

Conservaclon de tremétcdos

Pueden agitarse fuertemente en solucién de sal comin al 1 %, sustnuyendo la ..
solucldn salina por fa de formalina y agitando continuamente. Esta operaclén, sl se hace con -

luerza, Impide 1a concentraclén de los vermes (45).

Otro fijador 1Ml se compone de 85 parles de alcohol elflico de 85 ' 10 panes de‘j’

formalina al 40 % y 5 partes de acido acétlco giacial (45).

b) Método de tincion general para
céstodos, tremétodos y nemétodos (45)

Procedimiento

1. Fljacién

Etanol al 70 %

Paracarmin, 24 horas

Lavar con etanol al 70 %

Diferenciar con alcohol 4cldo (vigliando en el mlcroscoplo)

S

etanol al 85 % durante una hora y tres cambios de etanol absoluto. permaneclendo en’
cada uno 15 min _ ‘

Deshidratacién: tres camblos de etanol al 70 %, con una duraclén de- 15 min cada uno P
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7. Aclarar

8.

Cubrir

TECNICA DEL LACTOFENOL-AZUL DE ALGODON
PARA EL MONTAJE DE NEMATODOS (45)

Procedimlento

1.
2.
3.

Se callentan los vermes ligeramente en agua hasta que se relajan,
Se fijan seguidamente en FiA

Se pasan los vermes a una gota de lactofenol {rio que contenga 0.01 % .de azul de

algoddn, puesla sobre un portachbjetes y se callenta con suavidad hasla gue emila
vapores. Tamblén pueden ponerse los vermes durante 2-3 min en el lactofenol tefildo,

mantenldo a 60-70 °C.

Se montan los vermes en lactofenol que contenga 0,0025 % de azul de aigodén, .

cerrandose e} cubreobjetas con negro de asfallo bordeando el mismo.

TINCION TRICROMICA DE HOREN (45)

Procedimiento

1,

&~

Tinclén con Tricrémica de Horen de 2 a 20 minutos, dependiendo del espéclmen (ver.

reactivos colorantes),

Diferenciar acldo acético al 45 % hasta 5 min
Deshidratacion en acldo acético glaclal,
Aclaramlento salicitato de metilo puro
Montaje en balsamo o resina

TECNICAS PARA PROTOZOARIOS

Las fases de esqulzogonla y gamotogonla de diversos pro!ozoarios pueden_, Py
obsaivarse examinando extenslones en fresco o tefildas por Glemsa de los tejidos Infectados o

——

blen, preparando cortes en parallna tefildos. Los tefldos pueden fljarse en formalina bufferada - - i
al 10 %, aunque puede oblenerse una fincién excelente tras la fllacion en las soluc!ones de P

Zenker o de Bouln, especialmente con tejidos de aves. Las técnicas de tincion més utlles son‘ r

las de hematoxiiina y eosina de Ehrllch hematoxlllna {érrica de°Regaud (45)

HEMATOXILINA DE EHRLICH (45)

Solucién madre ’ o 1val,
Acldo acético al 45 % . Bvol,
Més recomendable en trematodos
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HEMATOXILINA Y EOSINA DE EHRLICH (45)

Procedimlento

1. Sumergir los cortes en agua. Es necesario el tratamlento por yoduro para los tefidos lijados
de Zenker.

Tefilr con hematoxilina de Ehrlich durante 30 min

Lavar en agua y dilerenciar con alcoho &cido al 1 %, durante algunos seg

Lavar en agua corriente

Tefilr con solucion acuosa de eosina al 0,5 %, 10 min para los tejidos fjjados en formalina y
algunos segundos para los fijados por el Zenker

Diferenciar en agua corrlente

Deshidratar

Aclarar

Cubrlr,

LU ol S

DN

HEMATOXILINA FERRICA DE REGAUD (45)

Procedimiento

1. Sumerglrios cortes en agua y pasarlos al mordente: soluclon fresca de alumbre de hlerro
al 5% durante 24 horas

Tefilr durante 24 horas en solucion de hematoxilina - (ver reactlvos colorantes)

Lavar en agua y diferenclar en acido picrico alcohdlico (ver apéndice A)

lavar intensamente en agua

Deshidratar

Aclarar

Cubrir,

NGO AL

Observaciones
Este método favorece la dilerenciacion nuclear y es utll parala lotogralfa

TINCION DE HISTOMONAS EN LOS CORTES (45)
Modificacién de la técnica de tinclon de Glemsa

Procedimlento

Fijar en Carnoy

Lavar en etanol 90 %, 2 camblos de una hora cada uno

Deshidratar e incluir en parafina

Hidratar los cortes mediante tratamiento con xiieno y etanol Lavar en agua

Tefiir una hora o més en Glemsa (modillcacion para histomonas) ' :
Lavar rapidamente en agua corriente y diferenclar en solucién al 16 % de reslna de -
colofonia en acetona Lo
Lavar en acetona: xlleno (70 : 30). Examinar a ba]os aumentos

Aclarar en xlleno. montar.

o~
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RECOMENDACIONES

El presente manual se elaboro a partir de la integracién de
conocimientos tedricos y técnicos de los profeslonales que
se dedican a la ejecuclén y uso de las técnicas histologicas e
histopatolégicas para la docencla, diagndstico e
Investigacién en fa FES-C.

El disefio de este manual fue principalmente para facilitar
al lector, la practica en el laboratorlo de histologia e
histopatologfa. Se describe en el mismo, desde  la
preparaclon de reactivos hasta el desarrollo de la técnicas,
asi como algunas observaciones sobre el procedimlento de
las mismas.

Para @l uso del manual se recomlenda haber trabajado en
un laboratorlo a nivel técnico y tener el apoyo técnico de
algun profeslonal responsable del area de dlagnéstico

Se Incluyen en este manual, -algunas flguras
representativas de las técnicas de tincldn, como ejemplo de :
las diferentes apetencias tintoriales para poder distinguir los g ;
cuatro tejidos basicos (epitellal, conjuntivo, muscular. y ‘ ‘
nervioso) l :




APENDICE A

REACTIVOS GENERALES

Agua regla (5)

Mezclar con precauctdn: acldo clorhidrico ......coovnmniiiniicnns 3
acldo nitrico ......... e e T 1

Se utiliza para la limpleza de vidrieria delicada.

Agua sulfurosa (10)

Preparar antes del uso: &cldo nitrlco normal ... 50
metabisulfito de potaslo ....evinee 5.0
agua destilada cbp ..o 100,0

Se utiliza para lavar las preparaciones tratadas con el reactivo de Schiff.

Agua sulfurosa o écido sulfuroso (17)
Soluclén acuosa de bisulfito de sodio 6

metasulfito de potaslo s6dico al 10% wuvvrercnrinrerensiieinn 10.0
Acido clorhidrico TN ..o e e 100
Agua destilada  ChP wuviinnenniemiminres s s 2000
Diterenclador en las técnicas con PAS '

Albumina de Mayer (10)

Clara de huevo fresco (batir a punto de turron) “.........oueervvinns ‘ 1
Glicerina ....cv..0ue P U (NP oo 1
Mezclar y fiitrar con una gasa gruesa a 56° C, agregar 1 cristal de timol o fenol para conservar.
Albimina seca (10)

ABUMING SBCA ...cvvvvrenseieeernmierenrmsimnnns sssaessisans R

Cloruro de sodio .......i.c.e

Agua destllada - cbp

Filtrar con gasa gruesa; a 50 ml del fitrado agregar 60 ml de gllcerlna y un grano ‘de timol o

fenol para conservar,

* Alcohol - acetona (10)
Alcohol elllico ..vuuvviermersiisssiensss Wb sireees bansiresssnesbstinntanesarbiee 750,0- -

ACRIONA 11yivensivisisresaresisiiiiiisssrasstisessmseissasissibasbsmssiemsssaror w2500
Utlizado en la tlnclén de Gram (modiflcaclén enReed) -

Alcohol cldo (10) L
Etanol al 70 % (HC1 1%) ... RN A 1000.0
Acldo clorhidrico CONCRNITRUD wuvvcamvsmsmussssssssimssissons 100

Alcohol lcldo (10) ‘ _
Etanol al 70 % (HCI 8%) .uusesvuresmmmmisisssssssissssmssssssssssmsossinarnins 00,0

CACIO ClOTIBRCO ...ovvvvveensieeistvaiersenisssssessinsesrsssseessirion oo 30

vol.
vol,

mi
mi

mi
mi
ml

vol.
vol,

ml

mi

ml

mi:
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Alcohol acido protector (37)

E1anol al 100% civcvvvviniiiniiiie e s e niss e smsessoranas 100.0 ml
[SJ7:] et Htes et s oo et e e b Y 1000 mi
CloliNG vvvrvviiererereiinneeneneeneins s sre e s e ress 0.05 ml

Reactivo utiiizado en embriclogia

Amortiguador de fosfatos (pH 6.4) (30)

Fosfato monopotasico ..o, 663 g
Foslato disOdCo v s s 256 g
Agua destllada chp .o e 10000 ml
Buffer para método de Levaditl (38)

Acelato de SO0 ..ot 164 ¢
Acldo acético 25 ml
Agua destilada  cbp ..ieiiiinmninennn T RN 2000 mi
Carbonato de plata amonlacal (36)

Nitrato de plata al 10% ..o s 50 m!
Carbonalo de 60dI0 8l 5% ....vuuvruriensrinesimininirimissreni o 150 ml

95

Ambas soluciones se mezclan y se disuelve el precipitado, que se forma afiadiendo amonlaco

gola a gota y agitando constantemente.
Agregar agua destilada hasta 75 mi preparar en el momento de usar
Reactivo ulillzado en la técnica Argéntica Simple,

Complejo de piata amonlacal (28)
Nitrato de plata al 10%
Carbonalo de 50di0 al 5% v.vcviierinmeermmsimmimimenies

450 mi

A 16 mi de una soluclén acuosa de nitrato de plata al 10%, agregar 45 ml de: carbonato de

sodlio al 6%.

Agregar.15 ml gota a gota de amonlaco concentrado, hasta casl Ja completa dlsolucién del .

precipitado, Completar a 100 ml, con agua destllada, Eventualmente filirar, -
Utllizada en la coloracién de Ilbras colagenas, reticulares y cidsticas. -

Diterenclador (45) o
Alcohol absoluto ...ceciuinns T T Y 65 . ml
Soluclén acuosa saturada de 4cido plcrico ...... Losveirns i smresseten 3B m-

Utllizada en la técnica de hematoxilina férrica de Regaud

lodo en Gram (35)

YOUO worsssmsmrmsssssmsmssssssms s 20,0 g
Hidroxldo de sodio ....... pe s eesibasriyaens Srevenssses e v ‘ 1000“ml‘ S

Disolver el yodo en el hidréxido de sodio y agregar agua destilada .
Ulilizado en la tinclén de Gram

Maneval A (44)

Roo congo en solucidn acuosa al { %
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Maneval B (44)

Fenol en solucion acuosa al 5 % .....covevonvnmecenn s 300 m

Acldo acético al 20 % vt 100 ml

Cloruro Fétrico en sol, acuosa al 30 % 4.0 mi

Fucsina aclda en sol. acuasa al 1 % wcevcnenmieiminen 20 ml

Mezcla cromica (28)

Fuerte Déhil

Dicromata de potasio 00¢g 250 g

ACIO UMD «orvnvrerersrsiens e e s 450.0ml - 500 ml

Acldo nltrico ...ovvervinns e Vet 4500ml 500 mi

Agua destllada  ChP .o 550.0 ml  1000.0 ml

£l 4cido nitrlco se utiliza para material delicade o nuevo que esta manchado.

Mezcla oxldante de Gomorl (28) .

Solucién acuosa de permanganato do potaslo al 2.5% ........... 1 pare

Solucion acuosa de aclda sullirico al 5% . 1 parte

Agua destliada .....oovreininneiiinn e s 6 partes

Favarece la coloraclén en azocarmin oxldado y lucsina paraaidehido.

Se conserva poco tiempo.

Parafina Liberry (28)

Parafina pura ........ rrserins Perre e bt s reessre bbbt s n e bt i 900 g

Parafina LIDOITY . coovvcevreiesivnianissiis s s s 50 ¢

Cora de abeja .......... B TP OTPR RN 80 g

Se puede poner cera en lugar de paraﬂna uberry, fa misma cantidad,

PBS (concentrado 10 X) (28) , ‘ ;
Cloruro de S0dID i s i e 800 g {
Cloruro de potasio ........... PO SO S 20 g .
Fosfato 4cldo de 50410 ......uvienee i oo 144 ¢ :
Fosfalo acido de potasio «....cieiiiiinonien soosien 24 g
Agua destiiada cbp ........ TR R E RPN it 1000.0 ' mi !
Esterllizara121°C 15 b duran!e 156 minutos, A]ustar el pH con &cido clorhidrico o hldroxido de f
sodio, . : ;
Reacclon de Brachart para dcidos nuclelcoo (28) '
Solucién de tionina 0.5%; E
Tionina .., e R eSS RSB A s e e e nbEs 05 g _ T R
Acldoacéﬂco .............. v steransines pererem e bbb rs 2.gotas o n e
Agua destilada cbp ettt b s 100 ml ST I ST € IR
Para céluias nerviosas. : :
Reactivo de Pearls (28) ‘ Do

Soluclén acuosa de &cido clorhidrico ..,..ivvinin s 1600 ml - e
Soluclén acuosa de farrocianuro de Potasio ... 25.0 ml. §
‘Mezciar las dos soluciones, en partes iguales en el momento, ~ ;
Se utlliza en la reaccidn de azul de Prusla, para mostrar llerro fonico férrico.

{
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Reactivo de Schiff (40)
FUCSNA DASICA .vvv e . 1.0 g
Blsulfito de sodlo anhldro ¢
Matabisullito de sodio 10 ¢
Acido clorhfdico IN ... i 200 mi
Agua dostilada cbp ..o TN e 2000 mi

¢ Disolver la fucsina basica en agua muy caliente, sin que hierva

¢ Enirlar hasta 50° C, se liltra y se agrega el cido clorhidrico

¢ Enirlar mas y agregar bisulfito de sodie anhidro o metabisulfito de sodio

s Guardar en la obscuridad por 48 horas, cuidando que no se colorce; al cabo do eso
tlempo, se le pone una pizca de carbdn activado, se agita, se fitra y se relrigara, Se
prueba ponlendo en 10 m! de formaldehido do 30 - 40 %, unas gotas de reactivo, sl la
reaccldn es rdpida a un azul plrpura obscuro no slrve, sl es a plrpura rojizo, sl sirve.

* Norevolver o regresar al nuevo, el que se uso.

ELANO c1vveccsrcrremssssanranssianiesssssasensaeis s 20 pates

Reactlvo de Sols (28)

GHIERTINA .. crosereresers sy s s s e 1.0 m

Soluclén acuosa de sullato de cobre al 5§ % 400 mi

Hidroxido de $0d10 8l 20 % vuvvverisscernnneiesesenrissans o 2000 mi

Aguadestiiada CBP .. 500.0 mi

Reactivo muy destructivo, utillzado para la ldcmltlcacldn maslva de protelnas por la reacclén de

Bluret.

Reductor para bloque, para método de Levadit! (38)

AcldO PIFOGAIICO orvevs ittt 4.0 ¢

FOrMOl covvvsumesrssserssesaerenss rranie b seset etnie e e e it 50 ml T
Agua destilada - cbp ..., s g ar e ns 100.0 mi /
Revelador para método de Levadit! (38)

Solucion 1 ‘ AR

Hidroquinona ... S s s b s st . 3000 g

SOIUCION BUITET ...vvisonseamiserrenrsiormeirers s sissesssessisesseasmiretesorsions © 100 . ml -

Disolver la hidroquinona en buffer y 1 mi se mezcla con 15 ml de goma inglesa al 5%

Se guarda a 37° G, : R B

Solucién 2 — - CRR

Solucién de nitrato de plata al 2% a 60° C ' R LR

Revelador. solucion1 y soluclén 2, 1:1 mezclar antes de usar

Revelador Wartin - Starry (34) o R T

Solucién de nitrato de plata al 1% ... P s 75 -ml RUC I A

Soluci6n acuosa de gelating al 5% ........v.mivmvssenvmanin - 1078 ml 00

Solucién acuosa de hidroquinona &l 0.26% .....veevsieunnanees e 100 - mi

Soluclén de colodién (28) o LonrRonan
 AGOON POVOTB crvvvvevssaseaesassverseonrassesses drerr e Spates . . o

Eter sulfurico ........: AR 15 partes .- - L
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Método protector base de liquldo siruposo (jarabe), quo extendido en la superlicle de un
reciplente con agua, la laminilla se cubre con el. Posteriormente el eter y alcohol se evaporan

lormands una pélicula elastica (28)

Para cuando existe la posblidad de que los cortes se despeguen, debido a linclones largas,
bafios a tomperaturas clevadas, tratamlonto a pH alcalino), duranle el desparalinade, se
recubren los cortes con un capa de colodlén, que los protegera durante las manlipulaclones

sigulentes (17)

Solucién diferenciadora de Best (5)

Etanol absoluto ... TN 200 ml
Alcohol metliico 100 mi
AgUa desSHALR it e 250 mi
Utllizada en la Técnlca de Carmin de Best

Soluclon de Hanks (28)

{concentrado 10 X)

Soluckn A: :

ClOruro de 5010 ...ocvvsmsmsrverssismsssismsinmemsermmsrisis s b 800 ¢
Clorura de potasio ..o, 40 g
Clorurg da calclo .....ovvuccnrerceninninan Vb e 14 g
Solucion B:

Fostalo d8 SOTI0 .uviermrnricmim i e 1156 ¢
Fostato de potasio ... N 02 g
Agua destllada ........... Vet sarans 2000 mi

¢ Disalver las sales por separado y en orden, en agua desmineralizada
Esterllizar las soluclones par separado y enfrlar las mismas.

Mezclar fa solucidn A con la solucién B, agitar y flevar a pH finai de 7
Aimacenar a 4° C,

Solucién reduciora de Cajal (10)

Hidrogquinona .......ccco.ceuens TP AU S 20 g~
Formallna ........comiecenne. e Mo s 10,0 ‘mi
Aguadestiiada  cbP .ccorerseiniiiriiiens doessesnsis e weerios 1000 mi

Agregar 0.5 g de sulfato de sodio anhidro, la camldad suﬂcleme para dar un finte amarmo pa}a, Ky

al lfiquido.

Liquido reductor, que se prepara en el momento del uso.

Utitizado para reducir las sales de plata en impregnaclonos argéntlcas. .

Solucién | , para Ja técnica de myu Mota (41) R
Formol 8l1% wvevrennnni SN sevninienins 50,0 ml
Acldo 8CEHCO wivviisiinnnsivrininiens fessnnii e 0 2 0088

GO UCBINR 1ouvess oo sres s tessssssnssnssen 125 gotas

Solucién If, para la t‘cnlea de Royon Mota (41) L 3 |
Formol al 1% oo S T TSN TR, 50.Q<;‘,m|:,‘ '
A0 BCBHCO ...vvsvvseivsissiinsiassamssmsissisimsssissssemmiesssissinisires €0 -30gotas -
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Sojucion deferrocianuro (28)

Solucién acuosa fresca de ferrocianuro

Ferroclanuro de potaslo al 0.1% .......ceruvvvsreemmnesnnenenennes everens 500 mi
Solucion acuosa de sullato 1rrico al 1% .ovvvneensiiacrereneens 1000 ml

Soiuclon de ac, fosfotungstico y ac. fosfomolibdico (9)

Acldo fodlotungstico 50 ¢
Acldo foslomolibdlco 50 ¢
Aguadestiiada  €HP .o 2000 ml
Para tricromica de Masson

Soiucién de Gomorl (28)

Cromotropo 2R ...ovvviveiin i 06 g
Verde Uz SF vt . 03 g
Acldo 8C6HCO .vovririeerninaiinnn, 1.0 ml
Acldo fusfotingstico 08 g
Utllizar azul de anllina, para colorear colagena en azui.

Soluclon de lugol (35)

YOUO cooririiniesmiainsiaresneriensenmia e sesns s vorves - 1.0 g
Yoduro potasico ............ I e e 20
Aguadestilada  cbp ... 800.0 ml

Triturara en unmortero el yodo y el yeduro potasico y afiadir algunos mililtros de agua poco a
poco hasta consegulr su disolucion, Almacenar en un reclpiente opaco .

Soluclén orceina (28) o ;

Orcelna sintética .......o..riiisnie e e s s se i R et iR s 0t g
E1an0) 8l 70% virvireriviiinsivinsmiininsane i 100.0 - m!
Acldo CIOThANCO ..cvviiiiinicanrivisiremssiseisrensesssins I 06 ml

Se utlliza en la Coloracion distintiva de Iibras coiagenas, reticulares y elasticas -

Soluclon de plata pam el método de Levaditt| (38)

Nitrato de plata .., s R s 086 g
Solclon DUHET, ..vvvviviiveimsersrarivmonenennn 800 mi R
Acetato de §0di0 ......... v ieairies e et v 164 g

Acido acético ., R TS et 25 mi ~-

Agua ( destl!ada cbp danrer e ETNTP RN prrebinstbans 200.0 -ml S

Soluclén tiosulfato de sodio al §% (6)° ST

Tiosulfato de sodio NIRRT prsenerestessesssibens . -80°.g °

Agua destilada ..o vissienerinerariiores st sovinenns - 1000 mi

Se uliliza enla Técnica de Von Kossa :
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APENDICE B
w

Fig. 1. Traquea de gallina. Coloraclén Iricrémica
de Cafal. Fijacién: Formol neutro amortiguado.
Objetivo 40 X

)



Flg. 2. Glandula salival de rata. Coloracién tricrémica de Van Gleson
(variante con PIC). Fijacién: Bouin. Objetivo 100 X.

Fig. 3. Falange dislal de rata. Coloracién tricrémlca de Gomorl (variante
azui), Descalcllicante: acldo trictoroacético de Bouln. Objetive 100 X,
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Fig. 4. Lobulo resplratorlo de rata (cerebro). Téenica argéntica simple de
Cajal Fifacion: formol al 10 %. Objetivo 100 X,

Flg. 6. Células do plel (carcinoma epidermolde), Técnica de
Papanicolaou, Fijaclén: aicohol al 86 %, Objetivo 40 X,
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Fig. 6. Lébulo resplratorio de rata (cerebro).
Técnica de Kluver y Barrera. Fijacién: formol
sacarosa amortiguado. Objetive 10 X,
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Fig. 7. Bazo de cobayo. Reaccién de Pearls (con azul de Prusia).
Fljacién: formol sacarosa amortiguado. Objetivo 40 X,

Fig. 8. Intestino delgado de rata. Reaccldn de azul de Alclano de Mowry
{contrastado con trioxIhematelna férica de Hansen).
Fijacién; formol sacarosa amortiguado. Objetivo 100 X.
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