r—= Universidad
‘\— Continental

Histoquimica Especial

Guias de Laboratorio

ucontinental.edupe



Vision

Seruna de las 10 mejores universidades privadas del Peru al afo 2020,
reconocidos por nuestra excelencia académica y vocacion de
servicio, lideres en formacion integral, con perspectiva global;
promoviendo la competitividad del pais.

Mision

Somos una universidad privada, innovadora y comprometida con el
desarrollo del Pery, que se dedica a formar personas competentes,
integras y emprendedoras, con visidn internacional; para que se
conviertan en ciudadanos responsables e impulsen el desarrollo de
sus comunidades, impartiendo experiencias de aprendizaje
vivificantes e inspiradoras; y generando una alta valoracién mutua
entre todos los grupos de interés.

Universidad Continental
Material publicado con fines de estudio

2017



[ e— Gestiéon Curricular
_
indice
VISION 2
MISION 2
NORMAS BASICAS DE LABORATORIO 3

UNIDAD I

PRACTICA 1 Histotecnologia - Definicién y Objetivos Ambientes de Laboratorio de A, Patoldgica. 5

PRACTICA 2 Control de Calidad en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica. 8
PRACTICA 3 Etapas de las Técnicas Histoldgicas 11
PRACTICA 4 Inclusidn y cortes 14
UNIDAD II

PRACTICA 5 Coloracién Hematoxilina — Eosina 17
PRACTICA 6 Bases de Histoquimica 21
PRACTICA 7 Coloracién Tricromica de Masson 23
PRACTICA 8 Coloracién de Acido Periddico de Schiff 27
UNIDAD Il

PRACTICA 9 Coloracién de Zhiel Neelsen para microorganismos dcido alcohol resistente 31
PRACTICA 10 Coloracién de Giemsa 35
PRACTICA 11 Coloracién de Rojo Congo de Bennhold 38
PRACTICA 12 Coloraciéon de Perls 41
UNIDAD IV

PRACTICA 13 Coloracién de Inmunohistoquimica 44
PRACTICA 14 Recuperacién antigénica 47
PRACTICA 15 Marcadores inmunohistoquimicos para linfomas 49
PRACTICA 16 Marcadores inmunohistoquimicos para mama 51

ucontinental.edu.pe | 3



Gestion Curricular

Normas Bdsicas de Laboratorio

Maneje todo material como potencialmente infectante.

Llevar gafas protectoras y si es posible guantes protectores.

Un accidente por pequefio que sea debe comunicarse al docente responsable de la prdctica de
laboratorio.
Pipetear y medir los volUmenes de sustancias voldtiles o de dcidos bajo una campana extractora y

protegido con una mdscara antigases, o como minimo realizarlo en locales bien ventilados.

Lavar con agua fria abundantemente y de forma inmediata las salpicaduras sobre la piel, lavar con
poliefilenglicol las sustancias liofilices. No utilizar nunca disolventes orgdnicos debido al peligro de
reabsorcion

Los ojos que hayan entrado en contacto con sustancias cdusticas se lavan con un chorro suave
de agua (o con una ducha especial para ojos) poniendo a la persona afectada en posicion
horizontal y protegiendo el ojo no afectado. Abrir ampliamente los pdrpados y mover el ojo daiado
en todas direcciones. A continuacion consultar inmediatamente al oculista indicando la sustancia
cdustica.

Quitarse inmediatamente las prendas de vestir que estén impregnadas de la sustancia corrosiva.

No comer, no beber, no fumar en el laboratorio de procedimientos histoldgicos.

Proteccién preventiva del tfrabajo en el caso de sustancias y preparaciones cancerigenas.

. . Lavese cuidadosamente las manos antes y después de cada procedimiento, con estricto rigor si

se tiene contacto con material patégeno.
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Primera Unidad

Guia de prdctica N° 1

Histotecnologia- Definicidn Y Objetivos

Ambientes del Laboratorio de Anatomia Patolégica

Seccion

Fecha

L Docente: Lic. Silvia Castro Grande

:.16/03/2017 Duracién: 2 horas

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:
Reconoce y discrimina la definicidn y los objetivos de la Histotecnologia.
Realiza la préctica de aplicacién y reconocimiento del Laboratorio de Anatomia patoldgica.

2. Fun

damento Tedrico

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGIA DEL HOSPITAL NACIONAL RAMIRO PRIALE PRIALE - ESSALUD
HUANCAYO.

El Departamento de Patologia, es el érgano operativo de linea encargado de brindar

diagnéstico patolégico integral de la mds alta calidad a la poblacidon usuaria, mediante el estudio
macroscopico y microscépico de las piezas quirdrgicas, biopsias y necropsias; y del estudio a nivel citolégico.

Estd integrado por Médicos Anatomopatdlogos, Tecndlogos Médicos Especialistas, Técnicos y Auxiliares

de las Ciencias de la Salud, asi como personal de Apoyo Administrativo y de Servicio.

Ubicacion y dreas fisicas del Departamento de Patologia.

El Departamento de Patologia se encuentra ubicado en el primer piso.
Las dreas fisicas con que cuenta el Departamento de Patologia son:

- Oficina de la Jefatura del Departamento

- Servicio de Citologia Exfoliativa

- Servicio de Patologia Quirdrgica

- Servicio de Necropsia
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

Para esta prdctica los alumnos hardn reconocimiento del Servicio de Anatomia Patoldgica,

observaran:
3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Procesador de tejidos
2 Micrétomo
3 Sistema de inclusién de
tejidos

3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
Probetas

Matraz

Fiola

Lapiz punta diamante
Pipetas

DWW N|=—

3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
Alcohol Etilico
Acido Clorhidrico
Xilol
Hematoxilina
Eosina

| BDWN|—

4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.2 Contar con elementos de proteccidén (guantes, mascarilla)
5. Procedimientos:
El alumno hard reconocimiento de las dreas del Servicio de Anatomia Patoldgica y la funcién de cada

una de ellas, de este modo discriminara los objetivos de cada procedimiento que se realizan en cada
drea.

6. Resultados
El alumno conoce lo siguiente:
Area de Patologia quirdrgica se procesan biopsias, piezas operatorias y hecropsias para
determinar si él paciente tiene una lesibn maligna o no.
Area de Citopatologia se procesan muestras ginecoldgicas (Papanicolaou) y muestra no
ginecoldgicas (liquidos corporales, esputos, BAAF de firoides, etc.)
Area de necropsia, para determinar la causa de muerte de una persona.

7. Conclusiones
7.1 El estudiante conozca los objetivos y funcién de cada drea del Servicio de Anatomia Patoldgica.

7.2 El estudiante tiene la capacidad de redlizar un flujograma del Servicio de Anatomia Patoldégica.
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8. Interrogantes:

1.- Mencione las labores de cada drea del Servicio de Anatomia Patoldgica.

2.- Mencione por lo menos 3 equipos mds utilizados en el Servicio de Anatomia  patoldgica.

3.- Con respecto a la visita al Laboratorio de Anatomia Patolégica, 3Cudl es la coloracién de rutina?
4.- Redlizar un flujograma del Area del Servicio de Anatomia Patolégica.

Bibliografia:

www.netlab.com.ec/publicacién/MANUAL-PROCEDIMIENTOS-ANATOMIA PATOLOGICA.PDF

- www.elsevier.es (pdg 35 al 65)

ucontinental.edu.pe | 7
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Guia de prdctica N° 2

Control De Calidad En El Laboratorio De Anatomia

7 °
Patologica
SECCION 1, Docente: Lic. Silvia Castro Grande
Fecha :23/03/2017 Duracién: 2 h

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la préctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propdsito / objetivo:

Justifica el cumplimiento de las normas y procedimientos vigentes de Control de Calidad en el
Laboratorio de Histoquimica.

2. Fundamento Teérico

UN PROGRAMA DE GARANTIA DE LA CALIDAD
Para obtener los mejores resultados posibles en los preparados histoldgicos, un programa de garantia
de la calidad deberdincluir distintos aspectos del funcionamiento adecuado dellaboratorio de procedimientos

histoldgicos del departamento de patologia.
Un programa de este tipo debe tener tres sistemas, que se resumen a continuacion:

1. Sistema de Mejoramiento continuo de la calidad

Creacién de circulos de calidad

Eleccion del método histolégico, histoquimica o inmunohistoquimica.
Desarrollo de un manual de procedimientos estandar

o0 ® >

Programas de entrenamiento y actualizacion permanente para el personal del laboratorio de

procedimientos histoldgicos del Departamento de Patologia.

m

Recepcidn adecuada de la muestra y de las solicitudes de estudio anatomopatoldgico.

Sistema de control de calidad interno

N

Adquisicion de equipos, de productos quimicos y colorantes de calidad para el laboratorio.

B. Procedimientos para la deteccién de errores, tales como Idmina problema, Idmina patrén, Idmina
testigo, l&mina blanco.

C. Mantenimiento preventivo de instrumentos y equipos.

D. Decisiones atomar cuando se presentan resultados fuera de control.

ucontinental.edu.pe | 8



F
—

3. Sistema de control de calidad externo.
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Documentacién de la ejecucién y resultados del programa de garantia de calidad.

Elecciéon De Un Método Histolégico O Histoquimico

Para implementar un método histoldgico o histoquimico, es necesario que se estandarice al méximo posible, es

cuestion de probar los métodos mds asequibles a nuestra readlidad para determinar el que tenga precision en

condiciones 6ptimas y normales de trabajo. A continuaciéon representamos los diversos factores que influyen en

la seleccién de un método:

Todos estos factores se pueden resumir en los siguientes:

1. Debe ser técnicamente simple y de buen rendimiento.

2. Los reactivos deben serinocuos para el operador.
3. Debe ser de bajo costo.
4, Debe ser sensible, es decir, que tenga capacidad para detectar cantidades pequenas de la muestra

o sustancia que se quiere demostrar.

5. Debe tener precisiéon.
6. Debe tener exactitud.
7. Debe ser répido.

Estos siete factores son los mds importantes para la eleccién de un método "ideal".

4. Equipos, Materiales y Reactivos

Se revisard manuales de: Manual de Organizacidén y funciones, Manual de Bioseguridad y Manual de

control de calidad tanto de insumos como de Equipos.

4.1. Equipos

3.1. Equipos

ltem | Equipo

Caracteristica

Cantidad

1 Balanza

2

5. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Contar con guardapolvo y carnet de identificacién

2.2 Contar con elementos de proteccién.
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6. Procedimientos:

Primero: Revisar los manuales de bioseguridad, de organizacion y funciones, protocolos de trabajo.

Segundo: Conocer la funciones de un Tecndlogo Médico en el drea de Anatomia Patoldgica.

Tercero: Realizar controles de calidad a los alcoholes y reactivos.

7. Resultados
Aplicar las normas de control de calidad en el laboratorio en cada procedimiento que se realice.

8. Conclusiones
Es muy importante que los alumnos expliquen las normas y procedimientos vigentes de Control de

Calidad en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica, para realizar un trabajo eficiente a lo largo de su
formacion.

9. Interrogantes:
1.- 5Cémo se realiza el control de calidad en drea de patologia quirdrgica, considerando la fase:
Pre-analitica
Analitica
Post-analitica

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.conganat.org/10congreso/trabgjo.asp?id_trabajo=1977&tipo=4
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Guia de prdctica N° 3:

Etapas de las Técnicas Histoldgicas

SECCION 1 Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Fecha :30/03/2017 Duracién: 2 h

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propdsito /Objetivo:
Conocer los tipos de muestras que se trabajan en el Servicio de Anatomia Patoldégica y el fijador con la
gue se mantendrdn dichas muestras para poder realizar cortes histoldgicos y la coloracidon para un

diagnéstico adecuado.

2. Fundamento Teérico
Los pasos de las técnicas microscopicas para obtener un preparado histoldgico permanente (IGminas) son:
1. Toma de la muestra.
Fijacion.
. Deshidratacién

. Aclaramiento

2

3

4

4. Inclusién.
5. Corte.
6. Coloracién.
7. Montaje
TOMA DE LA MUESTRA

Obtencién de material humano:

- Necropsias: son las piezas que se obtienen de un caddver.

- Biopsias: son frozos de tejido que se obtienen de un sujeto con vida con el objeto de estudiarlos al
microscopio y efectuar un diagndstico histopatoldgico.

- Piezas operadas: los tejidos que han sido extraidos de las intervenciones quirdrgicas, generalmente
tumores u organos inflamados, también se pueden realizar frabajos de investigacion de los casos

complejos.
FIJACION

A fin de evitar la destruccion de las células por sus propias enzimas (autolisis), o por bacterias, los tejidos

separados del cuerpo de un animal (especimenes) deben ser fijados, inmediatamente después de ser

uvcontinental.edu.pe | 11
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cortados. Este tratamiento denominado fijacién tiene por finalidad endurecer los tejidos, volviéndolos mds

resistentes para las etapas subsiguientes de las técnicas microscopicas.

DESHIDRATACION

Las piezas al ser retiradas del fijador, o después de haberlas lavado, estdn embebidas en agua;
impidiendo que sean penetfradas por la parafina. Por lo tanto, en primer lugar, debemos deshidratar
los tejidos sumergiéndolos en liquidos anhidros, dvidos de agua.

Impregnacién por un disolvente de |la parafina (aclaracion)

Las piezas perfectamente deshidratadas se sumergen en el disolvente, xilol o toluol (este Ultimo es
el que nosoftros utilizamos). Al agregar el toluol, no debe aparecer ninguna turbidez. Si se pone
blanco-lechoso es que la deshidrataciéon no ha sido bien lograda y debemos repetir el bano de
alcohol absoluto cerciordndonos que realmente lo sea: una gota de alcohol agregada a unos ml

de toluol no debe enturbiarlo.

Penetracién de la parafina

Se sumergen las piezas en parafina (56-58° de punto de fusién), mantenida liquida en la estufa a no
mds de 62°C. Después de 1 a 2 horas se renueva la parafina.

Todo este proceso se realiza en el procesador automdtico de tejidos.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Procesador automdtico de
tejidos
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 ml
2 Probeta 2000 ml
3 Alcoholes corriente
4 Alcoholes absolutos
5 Xilol
3.2. Reactivos
item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Formol 40% Solucién 100ml
concenfrada
2 Fosfato dibdsico de sodio Polvo 6.59
3 Fosfato monobdsico de Polvo 409
sodio

4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.2 Contar con proteccién adecuada

5. Procedimientos:

Soluciéon de formol al 10%

uvcontinental.edu.pe | 12



Gestion Curricular

—

_
Formol comercial al 37-40% 250 ml.
Agua corriente 750 ml.

FORMULA: C1x V1=C2xV2

Formol bufferado

Formol comercial 37 - 40% 100ml
Fosfato dibdsico de sodio 659
Fosfato monobdsico de sodio 409

6. Resultados
Preparen los reactivos para la fijacién de tejidos y para el procesador de tejidos.

7. Conclusiones:
Los alumnos conocen los tipos de muestra, fijadores que se usan para conservarlos y como es el
proceso para obtener buenos resultados.

8. Interrogantes:
1.- sQué muestras de reciben en Patologia Quirlrgica?
2.- Si recibimos una muestra sin formol, 3qué debemos hacer?

3.- sPor qué es importante la macroscopia?
4.- 3Cudl es el fundamento del procesador automdtico de tejidos? Realice un esquema de los pasos
que se dan en dicho quipos.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

- hitp://www.netlab.com.ec/publicaciones/MANUAL-PROCEDIMIENTOS-ANATOMIA-
PATOLOGICA.pdf

uvcontinental.edu.pe | 13
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Guia de prdctica N° 4

Inclusion y Cortes

SECCION 1, Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Fecha :06/04/2017 Duracion:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la préctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propdsito /Objetivo:
Realiza y analiza la inclusidn de piezas provenientes de necropsias, biopsias y piezas quirdrgicas.

Realiza cortes de tejido utilizando el micrétomo.

2. Fundamento Tedrico

Se realiza en el Centro de Inclusidn de Tejidos que tiene 3 cuerpos.

Para realizar una buena inclusidon en parafina, se debe tener en cuenta lo siguiente:

Orientar adecuadamente el tejido, teniendo en cuenta que érgano es, conocer la histologia del
tejido.

Que la muestra estd correctamente procesada.

Al momento de incluir si son varios tejidos se debe colocar todos al mismo nivel, de lo contrario al
momento del corte, por ejemplo si incluimos 4 biopsias y no estdn al mismo nivel, en el corte solo
aparecerdn 3 biopsias, por eso es muy importante la inclusién.

Tener cuidado de no confundir las muestras, frabajar con cuidado.

uvcontinental.edu.pe | 14
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Sistema de Inclusion de De 3 cuerpos.
fejidos
2 Micrétomo
3 Flotador de tejidos
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Moldes metdlicos de
inclusion
2 Pinza
3 Cassette de pldstico
4 Ldminas portaobjetos
5 Lapiz punta diamante

3.2. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Parafina sélida
2

4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.2 Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:

Primero:

Encender el equipo de inclusién

Retirar las muestras procesadas del procesador automdtico de tejidos.

Colocar en la bandeja de inmersidn que debe estar a 60°C para mantener la parafina caliente.

Segundo:
Cuenta con un centro de inclusién de muestra, consta de un depdsito de parafina que se encuentra a
60 °C, lente y luz para poder orientar correctamente las piezas. Se incluye en los moldes de inclusién.

Tercero:

Llevar a la bandeja refrigerante para endurecer la parafina y obtener los tacos de parafina para
poder redlizar los cortes en el micrétomo.

Cuarto:

Enfriar los facos de parafina en la refrigerada para poder realizar los cortes.

Cuarto:

Utiliza el micrétomo para realizar los cortes.

6. Resultados
1. Lainclusién de diferentes tejidos y la obtencion de los cassettes de parafina para poder realizar los
cortes.
2. La obtenciéon de los cortes con el micrétomo a 3 micras.

7. Conclusiones

7.1. El alumno realiza y andliza los cuidados al momento de la inclusidon y del corte de tejidos utilizando
el micrétomo.

uvcontinental.edu.pe | 15
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8. Interrogantes:
1.- Menciona 3 criterios para redlizar una buena inclusion.

2.- Si al terminar el proceso, las muestras salen “crudas”, squé haces?
3.- Si al momento de incluir las muestras y formar los facos, te das cuenta que uno de las muestras esta al
fondo, no estd al mismo nivel, 3Qué haces?

4.- Sefale las partes del sistema de inclusiéon:

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://es.slideshare.net/lulus2923/preparacin-de-tejidos
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Segunda Unidad
Guia de prdctica N° 5

Coloracion Hematoxilina - Eosina

SECCION 1 Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Fecha :.13/04/2017 Duracion:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Obijetivo:

Prepara y realiza la coloraciéon de Hematoxilina y Eosina.

2. Fundamento Teérico
En términos genéricos, los tejidos de origen animal son incoloros, la finalidad de utilizar coloraciones

en los preparados histoldgicos es poder contrastar y diferenciar estructuras que por lo general no poseen
color propio.

El fundamento de cualquier método de tincién radica en la propiedad que poseen todos los tejidos
para incorporar y fijar de modo variable diversas sustancias coloreadas llamadas colorantes. Una
agrupacién atémica aromdtica incapaz de colorear cuando se une desde el punto de vista quimico con
un croméforo se convierte en un cromdgeno, que posee color propio y es capaz de transferir ese color a
cualquier estructura celular que posea afinidad o atraccién por esa sustancia colorante. Los principales
grupos cromdforos conocidos son los radicales efileno (>C=C<), carbonilo (>C=0), tiazélico (>C=S§), imino
(>C=N), azoico (-N=N-), nifroso (-N=0O), nifro (-NOz2) y en general cualquier anillo derivado de las quinonas.

La conversién de un cromdgeno en colorante estd vinculada a la adicién sobre la molécula
aromdtica, de otfros grupos atdmicos que le confieren la propiedad de disociarse de manera electrolitica
o de formar sales con los tejidos. Estos radicales reciben la denominacién genérica de grupos auxocromos
(potenciadores de color).

Segun la naturaleza de la vinculacidn molecular entre los colorantes y los tejidos, existen tres
mecanismos generales: de cardcter fisico, fisicoquimico o histoquimica. Estos mecanismos combinados
entre si en distinta medida explican las particularidades de las principales técnicas de tincién en histologia.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precisién 1
2 Cocina eléctrica 2 hornillas 1
3 Microscopio

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Probeta 50 ml 1
2 Matraz 1000 ml 1

uvcontinental.edu.pe | 17



3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol Etilico 96°C 50 ml
2 Hematoxilina Polvo 5g
3 Oxido rojo de mercurio Polvo 2.5¢g
4 Alumbre de potasio Sal 100 g
5 Acido clorhidrico Puro 10 ml
[ Hidréxido de amonio Puro 0.3 ml
7 Agua Destilada 1000 ml
8 Eosina Polvo 5 g

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.2 Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:
Primero:

Gestion Curricular

Disolver la hematoxilina en el alcohol, el alumbre (sulfato doble) en el agua con ayuda del calor. Mezclar

las dos soluciones. Llevar la mezcla a ebullicion tan rdpido como sea posible, luego sacarla del calor y

adicionar el déxido mercurico. Recalentar la mezcla, hasta que tenga un color pUrpura oscuro, cerca de 1

minuto. Luego retirar del calor y enfriar rdpidamente. La solucién estd lista para ser usada.

Cada uno de los componentes de la Hematoxilina cumple una funcién, el Agua destilada es solvente del
mordiente, el Alcohol 96° es solvente de la hematoxilina, Alumbre de Potasio y Aluminio es mordiente, Oxido

de Mercurio que oxida la Hematoxilina a Hemateina que es su ingrediente activo.

Segundo:

Solucién stock de eosina acuosa al 1%

Eosina amairilla (C.I. 45380)
Agua corriente
Disolver y adicionar:

Tercero

Solucion colorante de trabajo de eosina

Solucién stock de eosina acuosa al 1%

Alcohol al 80%

Adicionar 0,5 mL de dcido acético glacial por cada 100,0 mL de solucién colorante.

1009

1000,0 mL

1 vol.

3 vol.

uvcontinental.edu.pe | 18
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Solucién de agua dcida al 1%

Agua destilada. 100,0 mL
Acido clorhidrico 1,0 mL
Cuarto:

Solucién de agua amoniacal al 3%
Agua corrienfe c.s.p 1000,0 mL
Amoniaco o hidréxido amdnico 3.0mL

MICROTOMIA: Cortar secciones de parafina de 3 a 4 micrémetros de grosor.

Quinto: Coloracién

Colocar las I&dminas en la estufa a 60 — 65°C por 25 a 30 minutos. Para quitar la parafina. (Desparafinar)
1. Xilol 1 durante 5 minutos.

Xilol 2 durante 5 minutos.

Tratar los cortes en alcohol absoluto 1 durante 5 minutos.

Tratar los cortes en alcohol absoluto 2 durante 5 minutos.

Tratar los cortes en el alcohol corriente 1 de 96° 1 durante 5 minutos.

Tratar los cortes en el alcohol corriente 2 de 80° durante 5 minutos.

Lavar en agua coriente durante 5 minutos.

Colorear con la hematoxilina de Harris durante 5 minutos.

W o N o~ W N

Lavar en agua corriente.

©

Sumergir los cortes, rdpidamente, 1 vez en el agua dcida al 1%.

—_

Lavar inmediatamente con agua corriente.
12. Sumergir los cortes, rédpidamente 3 veces en agua carbonatada al 1%.
13. Lavar inmediatamente con agua corriente y verificar si los nicleos estdn bien tefidos

observando al microscopio.

14. Colorear con la solucién de trabajo de eosina, durante 30 segundos.
15. Lavar en agua corriente.

16. Tratar los cortes, rdpidamente 5 veces en el alcohol corriente 1.

17. Tratar los cortes, rdpidamente 5 veces en el alcohol corriente 2.

18. Tratar los cortes en el alcohol absoluto 1 durante 5 minutos.

19. Tratar los cortes en el alcohol absoluto 2 durante 5 minutos.

20. Tratar los cortes en el xilol 1 durante 5 minutos.

21. Tratar los cortes en el xilol 2 durante 5 minutos.

22. Montar en bdlsamo de Canadd.

6. Resultados

Las estructuras basdfilas se observan de color azul y las estructuras eosindfilas de color rosado.
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7. Conclusiones:
7.1. El alumno prepara los reactivos aplicando los saberes previos de control de calidad,

7.2 El alumno realiza la coloracién estandarizando tiempos y observando al microscopio.

8. Interrogantes:

1.- :Qué haces si te pasaste el tiempo en la hematoxilina?

2.- 3Qué funcién tiene el agua dcida?

3.- 3Qué funcidn tiene el agua amoniacal?

4.- 3En qué paso de la coloracién se realiza el control de calidad, para ver si la hematoxilina ha coloreado

bien?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.cemic.edu.ar/descargas/repositorio/Guia%201%20Microscop%C3%ADa%20y%20tecnicas%20d
e%20coloraci%sC3%B3n.pdf (pdg. 6.7 v 8)

http://www.anatomohistologia.uns.edu.ar/modtecni.ntm
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Bases de la Histoquimica

Guia de prdctica N° 6

Gestion Curricular

Seccion

Fecha

.20/04/2017

Docente:

Duracioén:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.

Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Define las Bases de la Histoquimica

2. Fundamento Tedrico

Histoquimica es el estudio quimico de los tejidos independientemente del método de andilisis empleado.
En la préctica se emplea la palabra para designar el método junto con el auxilio de los microscopios
Spticos (MO) y electrénico (ME).

Esta técnica permite la identificacién y localizacién de compuestos o radicales quimicos en las células y

tejidos.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Reactivos

Item

Reactivo

Caracteristica

Cantidad

Ac. Periddico

Azul de metileno

Reactivo de Schiff

Giemsa

Azul de anilina

N B|WIN|=—

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.3 Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:

Primero:

Reconocimiento de los reactivos para realizar coloracion de histoquimica

Segundo:

Preparar los reactivos necesarios para las coloraciones de histoquimica.

Tercero:

Preparar los controles para las coloraciones de histoquimica
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6. Resultados:

El alumno con el uso del microscopio va a diferenciar la utiidad diagnostica de cada coloracién de
histoquimica.
7. Conclusiones:

7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloracién de histoquimica.

7.2 El alumno diferencia la coloracién de H-Ey coloracién histoquimica.
8. Interrogantes:

1.- Mencione dos coloraciones de histoquimica mds usadas en el laboratorio de histoquimica.

2.- 5C6mo realizas el control de calidad de los reactivos?
3.- 6Qué es una Idmina conftrol?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://mmegias.webs.uvigo.es/é-tecnicas/5-histoquimica.php
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Guia de prdctica N° 7

Coloracion Tricromica de Masson

SECCION 1 Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Fecha :.27/04/2017 Duracioén:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Aplica el método de coloracién de Tricrémica de Masson para demostrar la presencia de las fibras
coldgenas en cortes histoldgicos.
Utiliza del microscopio para observar la coloracion

2. Fundamento Tedrico

El Tricromico de Masson, al igual que ofros colorantes tricrémicos, es una tincién especial que permite
visualizar claramente las fibras de coldgeno que forman fibras gruesas o haces, disefados para dar
resistencia; también evidencia, aunque en menor intensidad, las fibras reticulares. Se emplean tres
colorantes para diferenciar el ndcleo celular, el citoplasma v las fibras de coldgeno.

FUNDAMENTO: Primeramente, se fifien las secciones con un finte dcido tal como  escarlata de Biebrich.
Todos los elementos aciddfilos del tejido  tales como e citoplasma , el mUsculo y el coldgeno se unirdn a los
tintes dcidos. Las secciones entonces se tfratan con dcido fosfotingstico y/o fosfomolibdico. Ya que el
citoplasma es mucho menos permeable que el coldgeno, los dcidos fosfotungsticos y fosfomolibdicos
permiten que la escarlata de Biebrich difunda del coldgeno pero no del citoplasma. Los dcidos
fosfotungsticos y fosfomolibdicos tienen numerosos grupos dcidos que probablemente actien como medio
de unidn entre el coldgeno y el azul de la anilina,, que es el tinte del coldgeno. Probablemente, el pH de la
solucion fosfotungstico/fosfomolibdico también aumente la coloracién y ayude al coldgeno en la difusidn
o el retiro de los colorantes.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico
2 Balanza analitica
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3
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3.2. Reactivos

Item | Reactivo

Caracteristica

Cantidad

Hematoxilina

Fucsina acida

Beibreich scarlata

Azul de anilina

Acido fosfomolibdico

Acido fosfotungstico

Cloruro férrico

Solucién de Bouin

O (N[O~ DWIN|—

Acido acético

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.4 Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:

Primero:

PREPARACION DE SOLUCIONES:

Solucién de Bouin

Solucién acuosa saturada de dcido picrico (C.I. 10305)

Formaldehido comercial (37-40%)

Acido acético glacial

Solucién A de hematoxilina férrica de Weigert

Hematoxilina (C.l. 75290)

Alcohol absoluto

Solucién B de hematoxilina férrica de Weigert

Cloruro férrico 29%

Agua destilada

Acido clorhidrico concentrado

Solucién de trabajo de hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A

Soluciéon B

Gestion Curricular

750 mL
25,0 mL

5,0 mL

1.0g

100,0 mL

4,0 mL
95,0 mL

1.0 mL

1 vol.

1 vol.
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Solucién de fucsina dcida - escarlata de Biebrich

Gestion Curricular

Solucién acuosa de escarlata de Biebrich (C.I. 26905) al 1% 90,0 mL
Solucién acuosa de fucsina écida (C.I. 17200) al 1% 10,0 mL
Acido acético glacial 1,0 mL
Solucién de acido fosfomolibdico - dcido fosfotingstico
Acido fosfomolibdico 509
Acido fosfotungstico 509
Agua destilada 200,0 mL
Solucién de azul de anilina
Azul anilina (C.I. 707) 259
Acido acético 2,0mL
Agua destilada 100,0 mL
Solucién de acido acético al 1%

Acido acético glacial 1.0mL
Agua destilada c.s.p 100,0 mL
Segundo

1. Desparafinar e hidratar hasta agua corriente.

2. Mordentar en fijador de Bouin por 20 minutos a 56°C, o durante toda la noche a temperatura ambiente.
3. Enfriar y lavar en agua corriente hasta que desaparezca el color amarillento.

4. Solucién de hematoxilina férrica de Weigert por 10 minutos. Lavar en agua corriente.

O Hematoxilina de Harris por 8 minutos.

5. Enjuagar en agua destilada.
6. Solucién Escarlata de Biebrich - Fucsina dcida por 3 minutos.
7. Enjuagar con agua destilada.
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8. Solucién de dcido fosfomolibdico-dcido fosfotungstico por 10 a 15 minutos antes de la solucién de azul

de anilina. Decantar la solucion. No se lava.
9. Solucién azul de anilina por 5 a 10 minutos.
10. Lavar en agua destilada.
11. Agua acética al 1%, echar y lavar rdpidamente.
12.  Secary Montar con bdlsamo.
6. Resultados:

Nucleo: color negro, citoplasma: querating, fibras musculares de color rojo v fibras coldgenas: de color azul.

7. Conclusiones:

7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloracién de Tricrémica de Masson.

7.2 El alumno redliza la coloracién y reconoce las fibras coldgenas usando el microscopio dptico.

8. Interrogantes:

1.- Fundamento de la Coloracién Tricrémica de Masson, usando un mapa mental.
2.- 3Qué funcidn tiene la Solucién de Bouin?

3.- 5Cudl es la utilidad de la Tricrébmica de Masson?

4.- En el dibujo senale las estructuras que colorean los tres colorantes usados.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://es.wikipedia.org/wiki/TinCi%C3%B3Nn_tricreC3%B3mica_de_Masson
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Guia de prdctica N° 8

Gestion Curricular

Coloracién de Acido Peryodico de Schiff

Seccion

Fecha

:.04/05/2017

Docente:

Duracioén:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Aplica el método de coloracién de P.AS. para demostrar la presencia de hidratos de carbono en cortes
histoldgicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Tedrico

La reaccidn de P.AS. tiene dos pasos fundamentales; el primero consiste en la formacién de grupos aldehidos,

esto se logra gracias a la accidn oxidante del dcido peryddico que actian rompiendo y oxidando los grupos

alfa glicol. El segundo paso consiste en la deteccidn de los grupos aldehidos usando el reactivo de Schiff.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2 Balanza analitica
3
3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Hematoxilina
2 Fucsina bdsica
3 Bisulfito de sodio
4 Acido clorhidrico
5 Alcoholes corriente
6 Alcoholes absolutos
7 Xilol
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4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.5 Contar con proteccién adecuada.
5. Procedimientos:

Primero:

Microtomia: Hacer cortes en parafina de 3 micrémetros de grosor. De la muestra objeto de estudio se hard
una ldmina, Simultédneamente se correrd una ldmina patrén para conocer la validez de la prueba, para este

Ultimo se puede usar un corte de duodeno.
Segundo:

Reactivos:

Solucidén de acido clorhidrico 1N

Acido clorhidrico concentrado de peso especifico 1,19 8,35 mL
Agua destilada c.s.p. 100,00 mL

Reactivo de Schiff

Fucsina bdsica (C.I. 42510) 059
Acido Clorhidrico 1N 10,0 mL
Metabisulfito de sodio o de potasio ¢ disulfito de sodio o de potasio 05g
Agua destilada 100,00 mL
Carbén activado 0259

Disolver la fucsina bdsica en el agua destilada caliente. Lievar a punto de ebullicion. Enfriar y agregar el disulfito
de sodio y agitar la mezcla; luego anadir el dcido clorhidrico TN y agitar constantemente por espacio de 20
minutos. Dejar en la oscuridad en frasco herméticamente cerrado hasta el dia siguiente. Después de este
tiempo la solucion ha adquirido una ligera coloracion amarillenta, se recomienda entonces anadir el carbdn
activado y agitar. Finalmente se filtra y se guarda en frascos color caramelo y de cierre hermético.

Tercero:

Solucién acuosa de acido peryédico al 0.5%

Cristales de dcido periédico 0.5¢g

Agua destilada c.s.p 100,0 mL

Solucién colorante de Hematoxilina de Harris.

uvcontinental.edu.pe | 28



o 7 °
[ e— Gestiéon Curricular

Cuarto:

1. Desparafinar e hidratar las secciones hasta agua corriente.

2. Tratar la I&dmina problema y el patrdén con dcido peryddico durante 10 minutos;
3. Lavar con agua destilada.

4. Tratar con el reactivo de Schiff de 5 a 10 minutos.

5. Lavar con agua corriente y dejar en agua ligeramente tfibia por 5 minutos.

6. Colocar en hematoxilina de Harris durante 2 minutos

7. Lavar en agua corriente.

8. Deshidratar répidamente

9. Aclarar y montar en bdlsamo de Canadd.

6. Resultados:
Sustancias P.A.S. positivas de color rojo magenta, nicleos de color azul.

Dentro de las sustancias P.A.S. positivas tenemos las siguientes: Glucdgeno, reticulina, mucina, membrana basal,
glucocdlix, gléndulas mucosas. También son positivas a esta reaccién el Histoplasma capsulatum, Criptococcus

neoformans, Candida albicans, entre otros.

7. Conclusiones:
7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloraciéon de PAS.

7.2 El alumno realiza la coloracién y reconoce los carbohidratos usando el microscopio dptico.
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8. Interrogantes:

1.- 5Cudl es el fundamento de la coloracién PAS?2

2.- Mencione 3 aplicaciones de la coloracién de PAS.
3.- 3Qué gas se forma al preparar el reactivo de schif?

4.- En laimagen anterior, senale los carbohidratos y qué zona de la muestra marcan

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://www slideshare.net/lilianambeliran/cido-peryodico-schiff-pas

Gestion Curricular
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Unidad Il
Guia de prdctica N° 9
Coloracion de Ziehl-Neelsen para Microorganismos

Acido-Alcohol Resistentes

SECCION 1 Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Fecha :.11/05/2017 Duracioén:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Obijetivo:
Desarrolla el método de coloracion de Ziehl Neelsen para demostrar la presencia de Mycobacterium
tuberculosis en cortes histoldgicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Teérico

La tincién de Ziehl-Neelsen (BAAR) es una técnica de fincion diferencial rdpida y econdémica, para
la identificacién de microorganismos patdgenos, por ejemplo: M. tuberculosis

Fue descrita por primera vez por dos médicos alemanes, Franz Ziehl (1859 a1926), un bacteridlogo y Friedrich
Neelsen (1854 a 1894), un patdlogo.

Fundamento

Este método se basa en que la pared celular de la bacteria contiene dcido graso (dcido micdlico) de
cadena larga (50 a 90 dtomos de carbono) que les confieren la propiedad de resistir la decoloracién con
alcohol-dcido, después de la fincidn con colorantes bdsicos. Por esto se denominan dcido-alcohol resistente
BAAR. Como:

Mycobacterium tuberculosis o (bacteria) coccideos como Cryptosporidium.

La técnica de Z-N fuerza la penetracién de la Fucsina bdsica en la pared celular mediante la accidén
combinada del fenol y el calor, que aumentan la fluidez de la capa de dcidos micdlicos; el calor “derrite”
el componente ceroso y el fenol actia a modo de disolvente, permitiendo el paso del colorante bdsico
que se une a los dcidos micdlicos con carga negativa. Cuando cesa la aplicacién de calor y/o se elimina
el exceso de fenol mediante un lavado con agua, la pared recupera su consistencia cerosa, pero las
moléculas de fucsina quedan atrapadas en su espesor.

Con la coloracién de Ziehl Neelsen se observan como bastoncitos delgados, ligeramente curvos, rojo fucsia,
destacdndose claramente contra un fondo azul.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico
2 Balanza andlitica
3
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3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
Matraz 1000 mi
Probeta 100 ml
Ldminas portaobjeto
Laminillas cubreobjetos
22x40 mm

BIWN|—

3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
Fenol

Fucsina bdsica

Azul de metileno
Acido clorhidrico
Alcoholes corriente
Alcoholes absolutos
Xilol

Acido acético

O N~ A (WIN=—

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.6 Contar con proteccién adecuada.
5. Procedimientos:

Primero:

MICROTOMIA: Hacer cortes en parafina de 3 micrémetros de grosor. De la muestra objeto de estudio se hard
una ldmina, Simultdneamente se correrd una ldmina patrén para conocer la validez de la prueba, para este
Ultimo se puede usar un corte con BAAR.

Segundo:

SOLUCIONES:

Solucién de carbol-fucsina

Acido carbdlico (fenol, &cido fénico) 2,5mL
Alcohol absoluto 50mL
Fucsina bdsica (C.I. 42510) 059
Agua destilada 50,0 mL

Nota: Guardar a temperatura ambiente. Filirar antes de usar.

Alcohol 4cido al 1%

Acido clorhidrico concentrado 1,0 mL

Alcohol 70% 99,0 mL
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Solucién de trabajo de azul de metileno

Azul de metileno (C.I. 52015) 059
Acido acético glacial concentrado 0,5mL
Agua corriente 100,0 mL
Tercero:

1. Desparafinar e hidratar hasta agua corriente.

2. Colorear las I[dminas con solucién de carbol-fucsina durante 20 minutos. Filtrar la solucién antes de usar.

3. Enjuagar bien en agua corriente.

4, Decolorar con alcohol-dcido al 1% o d&cido sulfurico 1%, hasta que las I[dminas estén de color rosa
pdlido.

5. Lavar con agua corriente 8 minutos.

6. Contra colorear por un zambullida de la I&dmina a un tiempo en la solucién de trabajo de azul de

metileno. Las I&dminas deben de quedar de un color azul pdlido. La sobre coloracién puede

enmascarar a los bacilos.
7. Lavar con agua corriente.
8. Secar en la estufa, aclarar y montar en bdlsamo de Canada.
6. Resultados:

Organismos dcido-alcohol resistentes (mycobacterium, Criptosporidium sp., Actynomices sp.) de color rojo

brillante, eritrocitos de color naranja amarillento, otros elementos tisulares de color azul pdlido.
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7. Conclusiones:
7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloracién de .BK

7.2 El alumno realiza la coloracién y reconoce los BAAR usando el microscopio épfico.

8. Interrogantes:

1.- 3Por qué el Mycobacterium tuberculosis son resistentes al alcohol-dcido?2
2.- 5COmo haces el control de tus reactivose

3.- 6Qué exdmenes se redlizan para diagnosticar la TBC?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://es.scribd.com/doc/51863770/PRACTIC A-4-ZHIEL-NEELSEN
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Guia de prdctica N° 10

Coloracion de Giemsa

Gestion Curricular

Seccion

Fecha

: 18/05/2017

Docente:

Duracioén:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:
Desarrolla el método de coloracion de Giemsa para demostrar la presencia de Helicobacter pylori en
cortes histolodgicos.
Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Teérico
Giemsa contiene una mezcla de colorantes cationicos (azul de metileno, azur A, azur B) y anidnicos

(eosina), lo gue da una amplia gama de colores. El azul de metileno v el Azur son

colorantes metacromdtico que muchas estructuras se tinan de purpura y no de azul. El pH de la solucién
de coloracion es critico. La gama del pH debe estar entre 6.4y 6.9.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2 Balanza analitica
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ladminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
5
3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Giemsa
2 Alcohol metilico
3 Glicerina
4 Alcoholes absolutos
5 Xilol
[
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4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.7 Contar con proteccién adecuada.
5. Procedimientos:

Primero:

Microtomia: Hacer cortes en parafina de 3 micrometros de grosor. De la muestra objeto de estudio se hard una
I[dmina, Simultdneamente se correrd una Idmina patrdn para conocer la validez de la prueba, para este Ultimo

se puede usar un corte con H. pylori.
Segundo:

SOLUCIONES:

Solucién stock de Giemsa

Giemsa en polvo 109
Alcohol metilico 66,0 mL
Clicerina 66,0 mL

Anadir la glicerina al Giemsa en polvo y colocarlo a la estufa a 60°C por V2 a 2 horas. Luego anadir el alcohol
metilico.

Solucién de trabajo

Giemsa stock 1,25 mL
Alcohol metilico 1,50 mL
Agua destilada 50,00 mL

Solucién stock de rosina

Rosina pura 10049

Alcohol absoluto 100,0 mL

Solucidn de frabajo de rosina

Solucién stock de rosina 50a10,0mL
Alcohol 95% 40,0 mL
PROCEDIMIENTO:

1. Desparafinar e hidratar hasta alcohol de 95%.

2. Lavar bien en agua corriente.
4. Enjuagar en agua destilada.
5. Colocar en solucién de trabajo de Giemsa.
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6. Diferenciar en alcohol rosina hasta que las secciones asuman un color rosado purpura. Chequear bajo

el microscopio.

7. Alcohol absoluto. 2 cambios.
8. Xilol. 2 cambios.
9. Montar con bdlsamo de cdnada.

6. Resultados:
NUcleo de color azul, citoplasma, coldgeno y otros elementos tisulares de color rosado

BT
C i

7. Conclusiones:

7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloraciéon de Giemsa.

7.2 El alumno realiza la coloraciéon y reconoce las bacterias Helicobacter pylori, usando el microscopio
Sptico.

8. Interrogantes:

1.- Qué coloracién es especifica para el Helicobacter pylori2
2.- 3Cudl es el fundamento de la coloraciéon Giemsa?

3.- Cudles son las utilidades de esta coloracién?
Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

¢ Monteguenga B, Esteban R, Calvo G., Técnicas en Histologia y Biologia Celular. Barcelona: Elsevier
Masson, 2009.
Cédigo: Clasif. Rewey 611.018
M77
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Guia de prdctica N° 11

Gestion Curricular

Coloracion de Rojo Congo De Bennhold

Seccion

Fecha

:25/05/2017

Docente:

Duracioén:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:
Desarrolla el método de coloracién de Rojo Congo para demostrar la presencia de amiloide en cortes
histolégicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Tedrico

Este método se basa en que este colorante diazoico se dispone paralelamente a las fibrillas de amiloide para

luego unirse mediante puentes de hidrégeno entre los grupos oxidrilos de las fibrillas y los grupos amino laterales

del colorante.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2 Balanza analitica
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Rojo congo
2 Hematoxilina
3 Carbonato de litio
4 Alcoholes corriente
5 Alcoholes absolutos
[ Xilol
7
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4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.8 Contar con proteccién adecuada.
5. Procedimientos:
Primero:
MICROTOMIA: Cortar secciones en parafina de 3 a 4 micrometros de grosor

Segundo:

SOLUCIONES:

Solucién de rojo Congo
Rojo Congo (C.I. 22120) 109

Agua destilada

100.0 mL
Solucién acuosa saturada de carbonato de litio
Solucién colorante de hematoxilina de Harris.
Tercero:
1. Desparafinar e hidratar hasta agua corriente.
2. Colorear con la solucién de rojo Congo por 30 minutos.
3. Tratar los cortes con la solucién saturada de carbonato de litio por 15 segundos.
4, Lavar con agua corriente durante 15 minutos.
5. Colorear con hematoxilina de Harris por 2 minutos.
6. Lavar con agua corriente durante 1 minuto
7. Deshidrata, aclarar y montar en bdlsamo de Canadd.

6. Resultados:

Observadas las Idminas con luz convencional, los depdsitos de amiloide varian de color naranja a rojo. Otros
componentes como el tejido eldstico, fibras de celulosa, las paredes de variedades de hongos y gréanulos
eosindfilos también adquieren esta coloracién. Cuando se observa con luz polarizada, los depdsitos de
amiloide exhiben una birrefringencia verde; una birrefringencia similar muestran los derivados de la celulosa y
las paredes de algunos hongos, sin embargo, estos Ultimos materiales pueden distinguirse del amiloide por

caracteristicas morfolégicas o por otras coloraciones.
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El amiloide tenido con Rojo Congo muestra fluorescencia roja bajo luz ultravioleta.

OBSERVACIONES: El éxito de esta coloracion requiere de una solucién de rojo Congo recién preparada.

7. Conclusiones:

7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloraciéon de Rojo congo.
7.2 El alumno realiza la coloraciéon y reconoce los depdsitos de amiloide usando el microscopio épftico.

8. Interrogantes:
1.- 2Qué es amiloide?
2.- 3Como realizas el control de tus reactivos?

3.- Investigar otros métodos para la coloracién de amiloide en tejidos,

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://www.ecured.cu/Rojo_Congo
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Guia de prdctica N° 12

Coloracion de Perls

Gestion Curricular

Seccion

Fecha

:01/06/2017

Docente:

Duracioén:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.

Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:
Desarrolla el método de coloracién de Perls para demostrar la presencia de hierro en cortes histoldgicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Teérico

El hierro frivalente al enfrentarse al ferrocianuro de potasio o de sodio forma in situ un complejo fuertemente

coloreado de azul turquesa, el ferrocianuro férico; este complejo precipita a manera de sustancia amorfa o

microgranulosa que es atraido electrostdticamente por ciertas estructuras citoplasmdticas. El dcido clorhidrico

interviene en la liberacién del hierro, ya que éste se encuentra aimacenado en las células unido a proteinas en

cuya forma no puede interactuar con el ferrocianuro de potasio.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico
2 Balanza analitica
3
3.2. Materiales
item | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
5
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Ferrocianuro de Potasio
2 Acido clorhidrico
3 Alcohol corriente
4 Alcohol absoluto
5 Xilol
[
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4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.9 Contar con proteccién adecuada.
5. Procedimientos:

Primero:

MICROTOMIA: Cortar secciones en parafina de 3 a 4 micrémetros de grosor

Segundo:
Solucién acuosa de ferrocianuro de potasio al 2%
Ferrocianuro de potasio o de sodio 20g
Agua destilada 100,0 mL
Solucién acuosa de dcido clorhidrico al 2%
Acido clorhidrico 2,0 mL
Agua destilada 100,0 mL
Soluciones colorantes de hematoxilina de Harris y eosina
Tercero:

1. Desparafinar e hidratar las secciones hasta agua destilada.
2. Agregar alaldmina un volumen conocido de ferrocianuro de potasio y dejar actuar durante 1 minuto.

3. Sobre el ferrocianuro agregar un volumen igual de dcido clorhidrico y hacer una mezcla homogénea.

Dejar que actue durante 15 a 20 minutos o hasta que el tejido tome una coloracion azul.

4, Lavar con agua corriente por 2 minutos.

5. Colorear con la hematoxilina de Harris durante 2 minutos.
6. Lavar en agua corriente durante 1 minuto

7. Colorear con la eosina durante 15 segundos

8. Lavar en agua corriente durante 20 segundos

9. Deshidratar, aclarar y montar en bdlsamo de Canadd.
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6. Resultados:

Los depdsitos de hierro trivalente se observan de color azul turquesa (azul de Prusia), ndcleos de color morado

y citoplasma rosado.

7. Conclusiones:
7.1. El alumno prepara los reactivos para la coloracién de Perls
7.2 El alumno realiza la coloracién y reconoce los depdsitos de hierro usando el microscopio éptico.

8. Interrogantes:
1.- Cudl es el fundamento de la coloracién de Perls2

2.- 3Cudl es la utilidad de la coloracién de Perls?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.sah.org.ar/revista/numeros/14%20vol%2020%20N2%20%20201 6.pdf
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Guia de prdctica N° 13

Gestion Curricular

Coloracion de Inmunohistoquimica

Seccion

Fecha

:08/06/2017

Docente:

Duracion:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Desarrolla el método de coloracién de inmunohistoquimica demostrar la presencia de una reaccion
antigeno-anticuerpo en cortes histolégicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Teérico

METODO POLIMERO REX
Sistema En Visidn, en un primer paso, se une el Ac primario con los antigenos de la célula. Después se une
al Ac secundario, que a su vez estd unido al esqueleto de dextrano, esqueleto que porta, ademds de
cientos de moléculas de Ac secundario (lo que facilita la reaccidn), y cientos de moléculas de enzimas
que reaccionardn con el cromdgeno (lo que potencia su visualizacion).

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2 PTLINK Microprocesador
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agua bidestilada
2 Hematoxilina
3 Carbonato de litio
4 Alcoholes
5 Cromdbgeno
[ Xilol
7 Buffer de lavado
8 Buffer de recuperacién
9 Anticuerpos
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4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.10Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:

Primero:

MICROTOMIA: Cortar secciones en parafina de 2.5 a 3 micrémetros de grosor en Idminas cargadas, especiales

para redlizar la inmunohistoquimica.
Segundo:

1. Colocarlas I&minas en el PT LINK a 88°C
SOLUCIONES:

1. Buffer de Recuperacion de antigenos

Buffer de alto peso molecular 50 ml en un litro y medio de agua bidestilada.
2. Buffer de lavado

Buffer de lavado 50 ml en un litfro de agua bidestilada.
3. Cromégeno

DAB (3,3 Diaminobencidina gota con 1 ml de substrato
Tercero:

1. Colocarlas I&minas en el PT LINK a 88°C

Cumplido el tiempo retirar del equipo y colocar las [dminas en el buffer de lavado.
Buffer de lavado 5 minutos.

Marcar la muestra usando Iépiz hidréfobo.

Colocar el perdxido de Hidrégeno por 5 minutos, en cdmara hUmeda.

Lavar en buffer de lavado por 5 minutos

N o o~ N

Colocar el anticuerpo primario por 20 minutos.

De acuerdo al fipo de patologia. (CD3, CD15, CK, Ki 67 ........ )
8. Lavaren buffer de lavado ( 2 veces) cada una por 5 minutos
9. Polimero flex por 20 minutos en todas las I[&minas.

10. Lavar con buffer de lavado (2 veces) cada una por 5 minutos.
11. Cromdgeno por 5 a 10 minutos

12. Colocar las Iédminas en agua destilada

13. Hematoxilina por 2 minutos (para contraste)

14. Lavar en agua

15. Colocar en agua amoniacal

16. Lavar en agua

17. Alcohol 96|
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18. Alcohol de 96 i
19. Alcohol absoluto |
20. Alcohol absoluto I
21. Xilol

22. Xilol

23. Montaje

6. Resultados:

7. Conclusiones:

Gestion Curricular

7.1 El alumno realiza la coloracién de inmunohistoquimica y reconoce las reacciones ag-ac usando el

microscopio optico.

8. Interrogantes:

1.- El equipo de PTLINK sirve para:

2.- 3Cudl es la utilidad de la inmunohistoquimica?
3.- Investigue acerca de los marcadores ftumorales.

4.- En laimagen anterior, sefale la reaccién ag-ac, squé color es?.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.idipaz.es/ficheros/files/Que%20es/2015/PTLINK(1).pdf
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Guia de prdctica N° 14

Recuperacion Antigénica

Gestion Curricular

Seccion

Fecha

1 15/06/2017

Docente:

Duracion:

Lic. Silvia Castro Grande

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.
Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Desarrolla la recuperacion antigénica para el método de coloracion de inmunohistoquimica para
recuperar los antigenos en cortes histolégicos.

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Tedrico

La recuperacion antigénica es muy importante porque esta paso nos permitird dejar libres los antigenos que

estdn presentes en los tejidos. Existen diferentes métodos, la mds usada en el método de DAKO.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2 PT Link
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Maftraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
5
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Buffer de recuperacion
2 Agua bidestilada
3

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.11Contar con proteccién adecuada.
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5. Procedimientos:

Primero:

Microtomia: Cortar secciones en parafina de 3 a 4 micrédmetros de grosor
Segundo:

Soluciones:

Preparacion de Buffer de recuperacion.

Tercero:

Lievar al equipo de PT Link segun instrucciones de catdlogo.

6. Resultados:

Depende de la recuperacion antigénica para poder redlizar las reacciones ag.ac y de esto depende el

frafamiento de una paciente.

7. Conclusiones:

7.1 El alumno redliza la recuperacion antigénica para recuperar antigenos en los cortes histoldgicos
para que se dé la reaccién ag-ac usando el microscopio éptico.

8. Interrogantes:

1.- Investigue sobre otros métodos de recuperacién antigénica.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Monteguenga B, Esteban R, Calvo G., Técnicas en Histologia y Biologia Celular. Barcelona: Elsevier Masson,
2009. Cédigo: Clasif. Rewey 611.018 M77
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Guia de prdctica N° 15

Gestion Curricular

Marcadores Inmunohistoquimicos para linfomas

Seccion

Fecha

:22/06/2017

Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Duracion:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la practica debidamente uniformados.

Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:
Marcadores inmunohistoquimicos para linfomas

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Tedrico

Sistema En Visidén, en un primer paso, se une el Ac primario con los antigenos de la célula. Después se une
al Ac secundario, que a su vez estd unido al esqueleto de dextrano, esqueleto que porta, ademds de
cientos de moléculas de Ac secundario (lo que facilita la reaccién), y cientos de moléculas de enzimas que
reaccionardn con el cromdgeno (lo que potencia su visualizacidn). Los marcadores son para linfomas.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 CD 20
2 CD3
3 CD 68
4 Alcoholes corriente
5 Alcoholes absolutos
[ Xilol
7

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Usar guardapolvo

2.12Contar con proteccién adecuada.
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5. Procedimientos:

Primero:

MICROTOMIA: Cortar secciones en parafina de 3 a 4 micrémetros de grosor

Segundo:

Se redliza la coloracién de los diferentes anticuerpos usados en linfomas de acuerdo a la préctica 13.
6. Resultados:

Los alumnos discriminen el uso de la diversidad de marcadores para diferentes patologias.

7. Conclusiones:

7.1 El alumno realiza la coloracién de los marcadores para linfomas y visualiza las reacciones ag-ac
usando el microscopio dptico.

8. Interrogantes:

1.- Redlice un resumen del tfema usando un mapa mental.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://int.search.myway.com/search/AJimage.jhtml2searchfor=inmunohistoquimica+de+linfomas&n
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Guia de prdctica N° 16

Gestion Curricular

Marcadores Inmunohistoquimicos para cancer de

mama

Seccion

Fecha

1 15/06/2017

Docente: Lic. Silvia Castro Grande

Duracion:

Instrucciones: Ser puntuales. Asistir a la prdctica debidamente uniformados.

Traer la guia de prdctica en un folder.

1. Propésito /Objetivo:

Marcadores inmunohistoquimicos para cdncer de mama

Utiliza el microscopio para observar la coloracion.

2. Fundamento Tedrico

Sistema En Visidn, en un primer paso, se une el Ac primario con los antigenos de la célula. Después se une
al Ac secundario, que a su vez estd unido al esqueleto de dexirano, esqueleto que porta, ademds de
cientos de moléculas de Ac secundario (lo que facilita la reaccién), y cientos de moléculas de enzimas que
reaccionardn con el cromégeno (lo que potencia su visualizacion).
Los anticuerpos primarios son para cdncer de mama.

3 .Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico
2
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz 1000 mi
2 Probeta 100 ml
3 Ldminas portaobjeto
4 Laminillas cubreobjetos
22x40 mm
5
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Progesterona
2 Estrégeno
3 Herb 2
4 Ki 67
5 P 53
[ Xilol
7 Alcoholes
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4. Indicaciones/instrucciones:
2.1 Usar guardapolvo
2.13Contar con proteccién adecuada.

5. Procedimientos:

Primero:

Microtomia: Cortar secciones en parafina de 3 a 4 micrébmetros de grosor

Segundo:

Se redliza la coloracion de los diferentes marcadores en carcinomas de mama usando diferentes marcadores.
6. Resultados:

Los alumnos discriminen el uso de los diferentes marcadores en el cdncer de mama.

7. Conclusiones:

7.1 El alumno realiza la coloraciéon de los marcadores para cdncer de mama y visualiza las reacciones
ag-ac usando el microscopio éptico.

8. Interrogantes:

1.- Realice un resumen usando un mapa mental.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.breastcancer.org/es/sintftomas/diagnostico/estado_hormonal/interpretar_resultados

uvcontinental.edu.pe | 52



