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Tecnicas Histologicas |[-*
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s Vitales: Se visualizan directamente
en el individuo vivo.

s SupraVitales: Cuando se estudian

tejidos vivos separados del individuo.
Necesita tecnicas de cultivo tisular y
celular.

s PostVitales: Sobre muestras de
tejidos muertos fijados o no fijados.




Formas de obtener la muestra

s Frotis:

e Corresponde a un raspado superficial de la piel o
mucosa, para obtener celulas superficiales aisladas y/o
agentes microbianos que contaminan la superficie con el
objeto de tenirlos y estudiarlos a microscopio (Estudio
Citologico o Microbiologico).

s Biopsia:

e Por medios quirlrgicos se obtiene desde un organismo
vivo (paciente) una muestra representativa del tejido a
estudiar. A la muestra se le realizan los procedimientos
propios de la tecnica histologica para lograr una lamina
con cortes tenidos para proceder a su estudio bajo el
microscopio (Estudio Histopatologico).




Frotis

Extendido celular sobre
un portaobjetos

Obtencidn de la muestra




Frotis

Fijacion celular, para su transporte al laboratorio
donde se procedera a su tincion y montaje
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Frotis para estudio preventivo de Cancer —
de cuello de utero. Tincion de

Papanicolau




Frotis para estudio de Candidas
con tincion de PAS




Biopsia Incisional

Implica la toma de una
muestra de parte de la
lesion con inclusion de
tejido sano.




Biopsia Excisional

Consiste en la toma de
una muestra con la
totalidad de la lesion
incluyendo un margen
de tejido sano.
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= Inclusion.

m Corte.

= Tincion o Coloracion.
= Montaje.




Fljacion

Objetivos:

= Preservar el tejido de la putrefaccion, autolisis,
etc...

= Endurecer el tejido para permitir su manipulacion
y evitar alteraciones morfologicas y estructurales
gue pudieran ocasionarse debido al propio
procesamiento histologico.

= Mantener intacta la citoarquitectura y
ultraestructura.

Preservar las caracteristicas de las moléeculas (de
particular importancia para la determinacion
nistoenzimatica e inmunocitoquimica).




Fljacion

Aldehidos. Son algunos ejemplos: el
paraformaldehido, el glutaraldehido, la
acroleina y el glioxilato

Agentes oxidantes. Los mas utilizados: el
tetroxido de osmio, el permanganato
potasico y el dicromato potasico.

Agentes desnaturalizantes de proteinas.
Algunos ejemplos: el acido acetico, el

alcohol metilico y el a
Fijadores que actuan

cohol etilico

DO Mecanismos

poco conocidos. Pertenecen a este grupo
el acido picrico y el cloruro de mercurio.




Fljacion

Colocacion de la muestra en contenedor con fijador.
Debidamente etiquetado




Inclusion

Consiste en el tratamiento que recibe |la muestra para:

Retirar toda su agua y componentes lipidicos y de hidratos
de carbono “sueltos” mediante el paso por alcoholes
(etanol) de concentracion creciente (70%-95%-100%).

Luego obtener una transparentacion (diafanizacion) de las
proteinas de la muestra, mediante su inmersion en Xilol,
gue a su vez permite la incorporacion de parafina liquida
caliente (60°C) (inclusion en parafina).

Al dejar solidificar |la parafina bajando su temperatura a la
temperatura ambiente, el tejido queda incluido en un taco
de parafina solida.

Ello da un soporte rigido a la muestra para proceder a
cortes de espesor muy finos (4-5 um) en el microtomo.




Inclusion

Corte macroscopico central de la muestra para determinar donde
se realizaran los cortes para el estudio microscopico.




Colocacion de la muestra en alcoholes en orden ascendente
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Método Manual




Bafio de parafina, donde se incluira la muestra. Método manual.



Método automatico en maquina llamada “Auto-técnico” o
"Procesador de Tejidos”.
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Muestra impregnada en
parafina solidificada




Muestra colocada en conformador de taco




Relleno con parafina liquida caliente,
la que se deja enfriar para conformar
el taco




Tejido Iricluido en Taico de Parzrirlel




Corte de laminas finas en microtomo manual







Selector de grosor del corte en micrones







Las finas laminas se arrugan, por lo que es necesario darles un bafio
en agua tibia, la que las estira...

A\Y

—— Bano de flotacion”




Ello permite poder colocarlas en un portaobjetos...







Tincion

s L.as laminas reciben un bano en Xilol
para que se disuelva toda la parafina

y permitir que solo queden las
proteinas para tenir.

= Se coloca en una bateria con
alcoholes en forma decreciente (100-
95-70%) y luego en agua destilada
para hidratar las proteinas y que
recuperen su pH especifico.










Tincion

s Una vez hidratadas, las muestras e
colocan primero en el colorante
hematoxilina.

s Luego se lavan y se colocan en el
colorante eosina.

s Luego se procede a un tratamiento
inverso con los alcoholes (70-95-
100%) y luego en xilol para proceder
al montaje final.







Colorantes H&E

. Colorante de pH
basico, que es afin por proteinas
acidas, que habitualmente se
encuentran en el nucleo celular. Da
un color azulado.

= Eosina. Colorante de pH acido, que
es afin por las proteinas basicas. Se
usa como contraste. Da un color
rosado-rojizo.




Montaje

Consiste en "montar” un
cubreobjeto sobre la [amina,
usando un adhesivo miscible
con el xilol que se usoé
previamente.

. y FEIY Y 5F
Permite la conservacion de AN LI -

la lamina y evita la
degradacion de las proteinas
tenidas.




Observacion en microscopio 6ptico
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Tejidos Duros
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s Descalcificacion (con agentes acidos
0 quelantes)

= Inclusion.

s Corte.

= Tincion o Coloracion.

= Montaje.




