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= oo ocooom EDITORIAL R UL UUN

Llegamos al fin de un ciclo. Como Comision Directiva, estamos completando los dos afios de
direccion y administraciéon de los destinos de nuestra sociedad. Es hora de hacer evaluacio-

nes, tanto de los esfuerzos realizados como de los logros obtenidos.

Los cursos y jornadas realizados en estos dos afios dan cuenta del interés de la Sociedad de
brindar capacitacion y actualizacion para alumnos y asociados, haciendo palpable la idea de
un desarrollo profesional acorde al avance cientifico-tecnoldgico. Tuvimos muy buena asis-
tencia a los cursos de Citologia e Inmunohistoquimica y cerramos un 2012 con las Jornadas
a las que fuimos gentilmente invitados por la SAP. Esperemos tener la misma suerte en nues-

tra edicion 2013 del Congreso Argentino de Histotecnologia.

Coronando el trabajo de afios dentro del Ministerio de Salud, nos tocé terminar la presenta-
cion del Perfil profesional del Técnico en Histotecnologia, fruto de la dedicacion de comisiones
sucesivas. Un primer paso para la futura diagramacion de contenidos unificados de las dife-

rentes versiones que nuestra disciplina tiene en el pais. jGracias a todos los que intervinieron!

Hay mucho para agradecer también. A los miembros de anteriores comisiones que nos apo-
yaron permanentemente. A las sugerencias y asistencias de Norma Pozzo, Patricia Aragén,
Lilian Pissilli, Cristina Chaves y Agustin Chertcoff, que nos permitieron alcanzar logros sin
tanto esfuerzo. A nuestra contadora Gabriela Diepenbrock por convertir frios nimeros en dia-
logo amistoso. A Alejandra Vazquez, nuestra abogada amiga, por sus constantes esfuerzos

de regularizar a la SAH en los papeles.

Es la intencion de esta comisiéon que los destinos de la SAH permanezcan un tiempo mas a
orillas del Paran4, los asociados elegiran en noviembre... Se estd convocando a asociados
de distintas regiones del pais para que volvamos a tener presencia y pertenencia en lugares

alejados y asi logremos conocer distintas realidades y sumar voluntades.

Este desafio que emprendimos en el 2011 y encaminé nuestros pasos, debe reafirmarse en
la continuidad del trabajo mancomunado, solidario y participativo. El futuro de la Sociedad
Argentina de Histotecnologia depende del esfuerzo de todos. Seguimos como siempre, aten-

tos a las sugerencias, criticas, aportes y mimos, jpor qué no!

Comisién Directiva
Gestion 2012 — 2014
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B00 00N PERFIL PROFESIONAL DEL TECNIGO SUPERIOR EN HISTOTEGNOLOGIA

Desde el afio 2002 y a partir del Convenio 296/02, se realizan acciones conjuntas entre el
Ministerio de Salud y el Ministerio de Educacion de la Nacion para la elaboracién de los mar-
cos de referencia de las carreras de técnicos superiores en salud.

Las instituciones participantes en el proceso de elaboracién de los Marcos de Referencia son
la Direccion Nacional de Capital Humano y Salud Ocupacional (Ministerio de Salud de la
Nacién, MSAL) y el Instituto Nacional de Educacién Tecnolégica (Ministerio de Educacion de
la Nacién), conformando ademas, una comision de trabajo especifico para cada tecnicatura,
con representacion de entidades formadoras, asociaciones profesionales y sociedades cien-
tificas relacionadas, representantes de los ambitos de trabajo y referentes de Salud.

La SAH solicita incorporarse a este proyecto y, finalmente, en el mes de septiembre del afio
2008, se nos convoca para comenzar a trabajar en nuestro perfil profesional tal como lo
hicieron oportunamente lo técnicos en esterilizacion, practicas cardiolégicas, hemoterapia,
instrumentacion quirdrgica, medicina nuclear y neurofisiologia.

A partir del mes de octubre de 2008 se comienza a desarrollar el plan a seguir y se suma a
las comisiones del MSAL y Educacién un equipo de trabajo integrado por representantes de
la SAH, de instituciones con laboratorios de complejidad I, Il y Il (segin Resolucion
1703/2007, MSAL) de entidades formadoras y de la Sociedad Argentina de Patologia.

El equipo de trabajo quedo conformado por: Dr. Gabriel Muntaabsky (INET/Educacién) Lic.
Erica Riquelme (MSAL), HT. Cristina Chaves, HT. Agustin Chertcoff, HT. Patricia Aragén, HT.
Norma Pozzo, HT. Alejandra Martinez, Dra. Garcia de Davila y Dra. Vighi.

Previo al inicio de la elaboracién del documento, los representantes del MSAL primero y del
INET después, realizaron observaciones de campo en laboratorios de distinta complejidad
(Hospital de Clinicas José de San Martin, Hospital Bonorino Udaondo y Hospital Garrahan),
con el fin de interiorizarse sobre nuestra actividad profesional.

Como introduccién del documento se debid justificar el perfil profesional, hacer una resefa
de nuestra historia como disciplina y detallar los antecedentes de formacion.

En relacién al Perfil Profesional se definieron: el alcance del perfil profesional, las funciones
que ejerce el profesional detallando las actividades y los criterios de realizacion, el area ocu-
pacional y las habilitaciones profesionales.

En relacién con la Trayectoria formativa se definieron: los contenidos de la Formacién gene-
ral y de la especifica, las Practicas profesionalizantes y la Carga horaria minima que debe
tener la carrera para ser reconocida.

Cabe destacar que dentro de la trayectoria formativa, el MSAL, asi como lo hizo para las
otras tecnicaturas, incluyé un tronco comun de contenidos inmodificables, para los cuales no
pudimos tener opinion alguna.

Finalmente, en junio 2013, se dio por finalizado el documento: Exp. 2002-14242-13-0 y se
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continlia con las instancias burocraticas para lograr la aprobacion del Consejo Federal de
Salud (COFESA) y del Consejo Federal de Educacion (CFE).

El camino a seguir es largo y nos propone ir monitoreando las indicaciones dadas por la
Direccion Nacional de Capital Humano y Salud Ocupacional con el objetivo de ser incluidos
en la Ley N° 17.132 (Ejercicio de la medicina, odontologia y actividades de colaboracién) para
poder solicitar la matricula profesional.

Al dia de la fecha, estamos esperando que se nos notifique la salida del expediente del MSAL

para que continle el camino burocratico que se tiene que seguir.

Comisién Directiva

INSTRUCCIONES

PARA LOS AUTORES

Remision de articulos para la Revista

Los articulos podran ser
enviados al editor via mail: soc_argentina_histotecnologia@hotmail.com

Todas las paginas llevaran una numeracion correlativa en el angulo superior derecho, comenzando por la pagina del ti-
tulo e incluyendo tablas y figuras. La primera pagina incluira el titulo del trabajo que sera breve pero informativo; nom-
bre y primer apellido de cada autor; nombre del departamento/s e institucion/es donde se ha realizado el trabajo; di-
reccién postal y direccion de mail del autor responsable de la correspondencia relativa al trabajo. En lo posible los
trabajos deberan dividirse en apartados. Los originales deben incluir Introduccion, Material y métodos, Resultados,
Discusion y Bibliografia. Las Revisiones deben incluir, por lo menos, Introduccion, Conclusiones y Bibliografia.

Las instrucciones estan disponibles en www.ht.org.ar/publicaciones
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LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO:

UNA VENTANA AL MUNDO MICRO

Alrededor de los 80 a.d.C. el médico de ori-
gen griego Asclepiades de Bitinia se declara
en desacuerdo con la teoria de los humores
de Hipocrates y desafiando los convenciona-
lismos de su tiempo enuncia la primera teoria
microbiana de la que se tienen registro al afir-
mar que las enfermedades eran causadas
por particulas invisibles. Demas esta decirlo:
la mayoria pensé que se habia vuelto loco...

La posibilidad de “ver” ha sido desde siem-
pre uno de los motores de la ciencia. Si hoy
admiramos la lucidez de Asclepiades es por-
que hemos visto estos microorganismos
detras del ocular maravilloso de un microsco-
pio. Estos instrumentos abrieron las puertas
al mundo de lo microscopico, y siguen hoy
asombrandonos con imagenes de la natura-
leza en la que logran resolver dimensiones
nanomeétricas utilizando electrones en lugar
de los clasicos fotones del microscopio opti-
co. Es que el poder de resolucion, o lo que es
lo mismo la capacidad de distinguir dos pun-
tos como diferentes, depende de varios para-
metros entre ellos la longitud de onda de la
fuente que usamos para iluminar el objeto. La
luz blanca, por ejemplo, esta compuesta por
longitudes de onda que van desde 460 nm
para el violeta hasta 660 nm para el rojo. Si
en cambio usamos electrones, las longitudes
de onda cambian en cinco o6rdenes de mag-
nitud con una longitud de onda de aproxima-
damente 8,5 x 10°3 nm para un potencial de
aceleracion de 20 kV. Ademas de la mejora
en resolucion, el uso de electrones permite
obtener imagenes con gran profundidad de
campo en cualquier magnificacion, lo que
constituye también una ventaja frente a la
microscopia optica. Las Figuras 1y 2 corres-
ponden a imagenes obtenidas en un micros-
copio electronico de barrido FEG-SEM
Quanta 200 y constituyen un claro ejemplo

6
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de gran poder de resolucién en el caso de la
Figura 1, y de la profundidad de campo en el
caso de la Figura 2.

Los primeros trabajos que describen concep-
tualmente un microscopio electronico de
barrido o MEB datan de 1935. Sin embargo
su desarrollo comercial ocurre en la década
del 60. En estos microscopios las muestras
debian ser cuidadosamente tratadas para
resistir las altas energias de impacto de los
electrones y el vacio de la camara que aloja
los especimenes. Es que en estos equipos
los electrones deben viajar sin perder su
energia desde el emisor donde son genera-
dos hasta la muestra por lo que debe extra-
erse gran parte del aire de la camara para
minimizar colisiones. En los afios 80 la tec-
nologia permitid el desarrollo de microsco-
pios electronicos de barrido que trabajan con
bajo vacio y en modo ambiental, facilitando
asi la observacion de muestras cada vez con
menos requerimientos de preparacion pero a
su vez con menor resolucion.

La formacion de una imagen de morfologia o
composicion en un MEB depende de la reco-
leccion de diferentes sefiales que son re-emi-
tidas como consecuencia de la interaccion
del haz de alta energia con la muestra. En
estos equipos los electrones acelerados son
generados por un emisor y conducidos, coli-
mados y enfocados a lo largo de una colum-
na al final de la cual se coloca el espécimen
a observar. Cuando estos electrones acelera-
dos ingresan a la muestra interactuan con
ella, produciendo colisiones elasticas e ine-
lasticas con los electrones y nucleos de los
atomos. Como producto de estas interaccio-
nes se generan diferentes sefales que son
colectadas por detectores, decodificadas
por la electronica y analizadas por el softwa-

__NERN
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re para poder construir por ejemplo imagenes
y espectros de composicion, para mencionar
las aplicaciones mas difundidas.

Los electrones retrodifundidos o electrones
de alta energia y los secundarios de baja
energia son las dos sefiales principales utili-
zadas para formar imagenes. Las figuras 1y
2 por ejemplo, fueron obtenidas a partir de la
sefial producida por electrones secundarios,
que por su naturaleza son muy sensibles a la
topografia de la muestra y adecuados para
imagenes de gran detalle. La figura 3 es una
imagen construida a partir de la sefial produ-
cida por electrones retrodifundidos. El coefi-
ciente de emision de los electrones retrodi-
fundidos se incrementa con el numero atomi-
co por lo que las imagenes obtenidas contie-
nen informacién quimica con poco detalle de
superficie. Al comparar esta imagen con otra
de la misma zona obtenida con electrones
secundarios (Figura 4), es posible ver la dife-
rencia: la muestra es un sustrato de acero
con un recubrimiento delgado y el uso de
electrones retrodifundidos ha permitido
detectar claramente aquellas zonas donde la
capa ha desaparecido.

El analisis de composicion quimica en simul-
taneo con la construccion de imagenes es,
sin duda, una fortaleza de esta técnica. Este
analisis se hace a partir de la sefal de rayos
X emitidos cuando electrones de los orbita-
les atomicos de mayor energia cubren vacan-
cias producidas por las colisiones de los
electrones del haz primario con los electro-
nes ubicados en orbitales de menor de ener-
gia. Estos fotones de rayos X son caracteris-
ticos de cada atomo y su andlisis permite
saber cuales son los elementos quimicos de
la muestra cuando éstos estan presentes en
mas de 200 ppm si son elementos puros, y
1000 ppm en el caso de compuestos. La
Figura 5 muestra un analisis tipico en un con-
junto de fibras de asbesto. La composicion
de la muestra en el lugar donde esta la cruz
es la que se indica a la derecha de la imagen.

La mayoria de las muestras biologicas desti-
nadas al estudio por MEB son, en general,

malas conductoras y compuestas por canti-
dades variables de agua y elementos sensi-
bles al haz de electrones. Si se necesita una
observacion de baja resolucion esto no es un
problema ya que puede utilizarse un micros-
copio ambiental y electrones de baja energia.
La Figura 6 por ejemplo, corresponde a una
imagen —-tomada en modo ambiental-, de
fibras de tejido muscular infectadas con
Trypanosoma cruzi. Sin embargo cuando se
necesitan imagenes con alta resoluciéon se
necesita recurrir a instrumentos que operen
en alto vacio y atmodsferas muy secas para
poder producir y conducir electrones con alta
energia.

El uso de un MEB requiere en primer lugar
comprender los procesos basicos vinculados
con la obtencion de imagenes y composicion
quimica. En segundo lugar se requiere consi-
derar como preparar las muestras de acuer-
do al tipo de informacion que se necesita
obtener. Y finalmente estar preparado para
interpretar la informacion obtenida, relacio-
nando de manera adecuada datos de formay
estructura obtenidos en dos dimensiones
con la muestra real y evaluando la validez de
los datos de composicion quimica de una
muestra tridimensional.

Existen dos criterios para trabajar en micros-
copia electronica que permiten salvar las
diferencias entre las propiedades de la mues-
tra y las condiciones éptimas de operacion
en un MEB. Se pueden ajustar las condicio-
nes de trabajo para que los procedimientos
sean lo menos invasivos posibles o se puede
modificar la muestra para hacerla mas resis-
tente a los efectos del haz de electrones de
alta energia. Si bien ambos criterios implican
siempre una aproximacion al problema real, la
preparacion es un pre-requisito para observar
una muestra e implica siempre dejar fuera
una parte de la realidad.

Los aspectos fundamentales a considerar
previo al disefio de cualquier protocolo de
preparacion de muestras son la estabilidad
quimica y la resistencia al dafio por radiacion.
Le siguen en orden de importancia la canti-
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dad de agua y la capacidad de conduccion.
Es necesario establecer claramente las pre-
guntas que queremos responder y porqué el
microscopio electronico resulta una herra-
mienta util en este contexto. Ademas es
importante tener la mayor cantidad de infor-
macion relativa a composicion y estructura
disponible por otras técnicas. El uso previo
de microscopia Optica es aconsejable en la
mayor parte de los casos. Si la muestra tiene
varias fases se debe priorizar siempre los
métodos de preparacion que preserven esa
fase. Por otra parte, antes de preparar una
muestra es importante consultar sobre
dimensiones de la camara del microscopio a
utilizar con el servicio de microscopia con el
cual se va a trabajar ya que esto condiciona
el tamafio y la forma de la muestra a observar
y el tipo de soporte mas adecuado para las
posibilidades de trabajo del equipo.

Existe gran cantidad de informacion oral y
escrita sobre preparacion de muestras para
microscopia electronica. La experiencia de
otros es fundamental en este campo de tra-

Figura 1.

Imagen de un alacran. En la misma puede apreciarse la
profundidad de campo y el grado de detalle de una
imagen obtenida con electrones. *

@“

bajo que tiene tanto de ciencia como de arte.
Los puntos a tener en cuenta son basica-
mente aquellos vinculados con:

* la deshidratacion y secado de muestras,

* la estabilizacion frente a los efectos del haz
de electrones,

* la preservacion de su identidad quimica y
estructura,

* el mantener la muestra limpia y libre de
aquellos materiales que oscurecen la superfi-
cie a observar o enmascaran su condicion
quimica,

* que la muestra sea conductora o no acumule
carga dentro de la columna del microscopio,

* reconocer defectos y dafio originados en la
muestra durante su preparacion.

» considerar formas de almacenamiento de
las muestras que preserven sus caracteristi-
cas si no se pueden ver en el microscopio
inmediatamente después de prepararla

Finalmente solo resta preparase E vivir
una experiencia unica como lo es el espiar el
mundo de lo microscoépico. Pero eso es otra
historia. W

Figura 2.
Particulas de oro depositadas sobre una lamina de

carbono. Se observan claramente espacios entre
particulas de alrededor de 7 nanodmetros. *
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Figura 3.

Imagen de un sustrato de acero con un recubrimiento
delgado obtenida con electrones retrodifundidos. El uso
de esta sefal ha permitido detectar claramente zonas
donde el recubrimiento ha desaparecido (muy claras) y
zonas de depdsito en exceso (muy oscuras). *

Figura 4.

Esta imagen corresponde a la misma zona de muestra
observada en la figura 3 pero construida a partir de la
sefial de electrones secundarios. *
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Figura 5.
Conjunto de fibras de asbesto con un analisis de com-
posicion de la zona indicada con la cruz. *

Figura 6.

Imagen de Trypanosoma cruzi en tejido muscular
obtenida en modo ambiental. Para su observacién en
este modo la muestra fue preparada solo incluyendo

fijacion con glutaldehido. @

* Todas las imagenes de este articulo fueron tomadas en el Laboratorio de Microscopia Electronica del

CCT Rosario. Gentileza Vanina Tartalini, Pablo Diaz y Pablo Risso.
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IMPREGNACIONES METALICAS

Se denominan impregnaciones metélicas a
todas las técnicas que utilizan sales metali-
cas como el Cloruro de Oro, sales de Cromo
o de Plata como el Nitrato de Plata, para
generar precipitados del metal reducido
sobre determinados elementos de los tejidos.
La reduccién se debe, en parte, a la accion
propia del tejido y a la de sustancias reduc-
toras utilizadas en cada técnica o a agentes
fisicos como la luz.

El metal forma un compuesto metal-organico que
sensibiliza el tejido y permite la impregnacion. Ese
metal sensibilizante puede ser una soluciéon de
nitrato de uranilo (Técnica de Wilder), de nitrato
de plata diluida (Técnica de Gridley) o de alumi-
nio férrico (Técnica de Gomori).

Las técnicas de impregnacion han sido
ampliamente usadas en el estudio de organi-
zacion del tejido nervioso, las cuales permi-
ten un conocimiento mas exhaustivo de las
terminaciones nerviosas que las que se
logran con métodos de coloracion histoqui-
micos. Entre los métodos de impregnacion,
los ideados por Santiago Ramon y Cajal, son
los mas usados. En cuanto a la aplicacion de
las técnicas, las de sales de plata (argénti-
cas), como las de Cajal, Bielschowsky y
Achucarro, con sus incontables variaciones,
acreditan las posibilidades infinitas de las
impregnaciones metdlicas, en las que puede
basarse toda una técnica histolégica general.
Las impregnaciones del tipo argénticas tam-
bién logran identificar selectivamente colage-
nas tipo lll, o llamadas fibras reticulares, que
no se tiflen con los tricromicos para fibras
colagenas y destacar los limites de estructu-
ras intracelulares o intercelulares. Las fibras
reticulares estan formadas por colageno de
tipo lll asociado a glicoproteinas en las pare-
des arteriales y musculares y colageno tipo V
y IV en las membranas basales.

La microglia, que es representante en los cen-
tros nerviosos del sistema reticulo-endotelial,

ha podido ser estudiada en sus formas y cua-
lidades funcionales gracias a estas técnicas,
descubriéndose homologias seguras entre
ella y los macrofagos del tejido conjuntivo.
Se ha demostrado la utilidad de las impreg-
naciones argénticas en la identificacion de
microorganismos que colonizan los tejidos.

FORMAS DE IMPREGNACION ARGENTICA

La impregnacion argéntica se basa en la inte-
raccion de determinadas estructuras del teji-
do con los iones Ag+ y la capacidad de estas
estructuras de formar puntos de nucleacién
de Ag°® metdlica. Existen dos tipos:

1. Impregnacién por mecanismos predominantemente
fisicos y fisico - quimicos

La coloracion de las estructuras se produce
por mecanismo puro de impregnacion en el
que determinadas estructuras histologicas
electronegativas atraen, por mecanismo elec-
troestatico, a los iones de Plata cargados
positivamente. Esta propiedad de los tejidos
de atrapar los iones argénticos existentes en
una solucion recibe el nombre de argirofilia.
En general, el fino precipitado de plata meta-
lica tiene especial apetencia por depositarse
sobre estructuras fibrilares finas y por super-
ficies celulares dotadas de delgadas prolon-
gaciones tales como células de la glia, neu-
ronas, fibras reticulares del tejido conjuntivo,
etc., las que por este motivo reciben el nom-
bre de argirdfilas. El tejido no interviene acti-
vamente en el mecanismo de liberacion de la
plata metdlica a partir de su sal soluble,
requiere una sustancia reductora agregada.
No todos los tejidos tienen idéntica apeten-
cia por la Plata. La carga eléctrica y la textu-
ra de las células a tefiir intervienen de mane-
ra decisiva. La agirof
con técnicas como las de Bielchowsky,
Sevier-Munger y Grimelius.

e pone en evidencia
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2. Impregnacion por mecanismos histoquimicos

Se basa en la actuacion de algun componen-
te del tejido sobre el Nitrato de Plata o sus
derivados a raiz de la cual ocurre la precipita-
cion de plata metalica. Por lo tanto, el tejido
interviene activamente en el deposito de
plata metalica a través de una reaccién qui-
mica de reduccion. La capacidad de algunas
estructuras de precipitar la plata metalica en
un paso Unico sin necesidad de agentes
reductores externos se denomina argentafini-
dad. Son argentafines la melanina y algunas
células endocrinas (granulaciones entero
cromafines). El mecanismo preciso que
desencadena esta reaccion no esta del todo
claro pero parece depender de la presencia
de 5-hidroxitriptamina, que es convertida a
terahidro-4-carbonila por el formol. Todas las
estructuras argentafines son argirdfilas, pero
no al revés. Se demuestran con métodos
como Fontana-Masson, Gomori y Gordon-
Sweet. Es importante tener la precaucion de
no utilizar fijadores con alcohol, pues estos
disuelven las granulaciones argénticas.

Los protocolos de impregnacion argéntica
pueden dividirse en:

1. Impregnacion argéntica en dos tiempos @

2. Impregnacion argéntica en un tiempo

Ambas tienen en comun la reduccion del
nitrato de plata a plata metalica, los métodos
en dos tiempos lo hacen en fases sucesivas,
mientras que los de un tiempo realizan una
reduccion mas severa.

RECOMENDACIONES GENERALES PARA
IMPREGNACIONES METALICAS

Las técnicas de impregnaciones metalicas,
especialmente las que utilizan sales de plata
son notoriamente caprichosas e inconstan-
tes, de manera que el tomar ciertas precau-
ciones en su ejecucion, ayudara a obtener
mejores resultados.

1. Portaobjetos: deben ser silanizados pues las
soluciones de plata suelen ser alcalinas lo cual
favorece el desprendimiento de los cortes.

2. No utilizar pinzas metalicas pues al con-
tacto con metal, la plata se reduce. Mantener
estas precauciones al momento de pesar.

3. Usar reactivos pro analisis.
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4. Usar agua destilada de buena calidad. La
calidad del agua se chequea agregando un
grano de plata al agua, si se vuelve lechosa,
desecharla.

5. Minucioso lavado de material de vidrio.

6. Para la utilizacion de reactivos como el
amoniaco, hacerlo siempre bajo campana.
No pipetear acidos ni bases fuertes.

7. Para las soluciones amoniacales eliminar
inmediatamente aquellas donde se ha for-
mado un cristal negro brillante.

8. Mantener las soluciones de plata simples
(soluciones madres de nitrato de plata) en
frascos ambar, bien tapados y rotulados a 4°C.
9. Evitar luz directa en soluciones y polvos de
plata.

10. Eliminar soluciones de plata precipitadas.

RECUPERACION DE PREPARADOS SOBRETERNIDOS

Si los cortes se ven sobre tefidos se puede
diferenciar y eliminar total o parcialmente la
impregnacion argéntica. Las laminas se
sumergen en cianuro de Potasio 0,1 o 0,5%
durante 5 a 10 minutos o bien en una solu-
cion de permanganato de Potasio al 2 a 5%,
luego un lavado en abundante agua destila-
da. Después los cortes se someten a reim-
pregnacion.

ALGUNAS TECNICAS ARGENTICAS DE MAYOR UTILIZACION

METODO DE GORDON SWEET PARA FIBRAS RETICULARES
Es una impregnacion argéntica en dos tiem-
pos, usa como base fuerte el hidroxido de
sodio y como agente reductor el formol.
Antes de la impregnacion se realizan manipu-
laciones similares a la técnica de Gomori
pero se reemplaza el metabisulfito por acido
oxalico. Finalmente se contrasta con cloruro
de oro.

Procedimiento Técnico
* Fijacion: formalina, Carnoy, etc.
* Cortes: delgados, portas silanizados.

Soluciones
A. Baro argéntico de Wilder.
- nitrato de plata 1% acuoso

B sealejaw sauojaeubaidw)
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- hidréxido de sodio 3% acuoso
Se toman 5 ml de nitrato de plata; afadir
gota a gota amoniaco puro hasta que desa-
parezca el precipitado formado; agregar 5
ml de hidroxido (se forma un nuevo precipi-
tado) y volver a agregar amoniaco puro
gota a gota hasta disolver el precipitado,
completar hasta 50 ml con agua destilada.

B. Cloruro de oro 0,02 g en 10 ml de agua
destilada.

C. Acido oxalico 5% acuoso.

D. Alumbre de hierro 2% acuoso.

E. Tiosulfato de sodio 5% acuoso.

F. Mezclar 47,5 ml de permanganato de pota-
sio al 5% acuoso con 2,5 ml de acido sul-
furico 3% acuoso.

6. Formalina 10%.

Procedimiento Técnico

1. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.
2. Oxidar con solucion F por 5 minutos.

3. Lavar con agua destilada.

4. Blanquear con C por 1 minuto.

5. Lavar en tres cambios de agua destilada.
6. Tratar con D por 30 minutos.

7. Lavar en dos cambios de agua destilada.

8. Solucion A durante algunos segundos.

9. Lavar en agua destilada.

10. Formalina 10 minutos.

11. Lavar en agua.

12. Cloruro de oro 5 minutos.

13. Lavar en agua destilada.

14. Fijar con hiposulfito.

15. Agua destilada.

16. Deshidratar, aclarar y montar.

Si quedan débilmente tefidas, repetir desde
el paso 7.

Se recomienda utilizar el cloruro de oro cuan-
do los cortes han quedado algo sobre tefii-
dos. Si el corte esta suelto, se recomienda
evitarlo.

Resultados
* Fibras reticulares negro-azuladas.
* Resto sin teiiir.

Fibras reticulares, tefiidas con técnica de impregnacion argéntica
de Gordon-Sweet. 20 x.

TECNICA DE FONTANA-MASSON PARA ARGENTAFINIDAD

Es una impregnacion argéntica en dos tiem-
pos, en la cual el amoniaco realiza la primera
reduccion del nitrato de plata a oxido diami-
noargéntico y el tejido hace la segunda, pre-
cipitando la plata metalica sobre las granula-
ciones con capacidad reductora. La principal
dificultad de la técnica se encuentra en la
preparacion de las soluciones, dado que es
importante encontrar el punto en que la plata
llegue casi al punto de precipitado.

Procedimiento Técnico
* Fijacion: formalina, evitar fijadores alcoholicos.
* Cortes: en portas silanizados.

Soluciones

A. Solucion de Fontana.

A 95 ml de nitrato de plata al 5%, afadir

hidréxido de amoniaco hasta obtener una

solucién clara sin precipitados. Luego anadir

gota a gota los restantes 5 ml de nitrato de

plata al 5% hasta que la solucion se torne

ligeramente turbia. Dejar reposar por 1 a 2

horas antes de usar.

B. Cloruro de oro 1%, tomar 10 ml y comple-
tar hasta 50 ml con agua destilada.

C. Tiosulfato de sodio 5% acuoso.

D. Rojo nuclear rapido.

Procedimiento Técnico

1. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada
2. Incubar en solucion de plata a 56°c por 1
hora o bien 24 a 48 horas a temperatura
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ambiente a la oscuridad. Los cortes toman un
color marrén claro.

3. Lavar en agua destilada.

4. Cloruro de oro 5 minutos.

5. Lavar tres veces en agua destilada.

6. Tiosulfato 5 minutos.

7 Lavar.

8. Contraste 5 minutos.

9. Lavar.

10. Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados
* Sustancias reductoras de plata negras.
* Nucleos y fondo rosado.

Pigmento de melanina en células de un melanoma maligno. Fontana
Masson. 20x.

TECNICA DE GRIMELIUS PARA ARGIROFILIA

Se trata de una impregnacion argéntica de
un tiempo, con reduccion del nitrato de plata
con hidroquinona. Se recomienda post fijar
las muestras en Bouin.

Procedimiento Técnico

* Fijacién: las muestras fijadas en formol se
recomienda, posteriormente,
Bouin.

fijarlas en

Soluciones

A. Tampon acetato 0,1M pH 5,8 (ver guia de TH)
B. Solucion de impregnacion.

Nitrato de plata 0,5% en tampon acetato

C. Solucion reductora de Bodian.

Sulfito de sodio anhidro 5g + hidroquinona
1+ en 100 ml de agua destilada

D. Solucion fijadora

Tiosulfato de sodio 2%

Procedimiento Técnico
1. Desparafinar e hidratar hasta en agua destilada
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2. Lavar 4 veces en agua destilada

3. Solucion de impregnacion por 3 horas a 60°c
4. Solucién reductora de Bodian por 5 minu-
tos a 60°c. Debe aparecer color negro.

5. Lavar en agua destilada

6. Fijar por 30 segundos

7. Solucion de impregnacion 30 minutos a
temperatura ambiente

8. Transferir a Solucion Bodian por 5 minutos
(recién preparada)

9. Lavar

10. Fijar 20 segundos

1. Lavar

12. Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados
* Células argirdfilas: negro
* Células Alfa 2 de islotes pancreaticos: negro

N gl e "
SRt

A
e by e

Células argirdfilas de un islote del pancreas. Técnica de Grimelius.
20x

TECNICA DE GOLGI

La técnica de impregnacion argéntica en blo-
que o reazione nera (reaccion negra), como
la llamo Golgi, se fundamenta en la formacion
de depdsitos opacos intracelulares de cro-
mato argéntico producidos por la reaccion
entre el bicromato de potasio y el nitrato de
plata. No es una técnica de utilizacion habi-
tual pero provee una informacion impecable
de la estructura neuronal.

Procedimiento Técnico

La muestra se coloca en una soluciéon de 1.5 g
de dicromato de potasio, 5 g de hidrato de clo-
ral, 5 ml de formaldehido y 50 ml de agua des-
tilada, cambiandola cada 24 hs durante 5 dias.
Pasado este tiempo, se sumerge en una solu-
cién de nitrato de plata 0.75% durante 2 dias.

B sealejaw sauojaeubiaidwy
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Luego se lava rapidamente y se procede a
incluir en celoidina y cortar. Se montan los cor-
tes de 20 micras. Una vez secos, se deshidra-

tan, aclaran y montan.

L ‘-I 4 B !l
Corteza cerebral. Impregnacidn argéntica: Método de Golgi (40x) -
Sustancia grf ona piramidal con sus prolongaciones.

METODO DE GLEES - MARSLAND

Procedimiento Técnico

* Objetivo: Destacar los axones.

* Fijacion: Formol 10%.

* Inclusion: Parafina - Cortes: 6 a 8 p en por-
tas silanizados.

Esta tecnica esta basada en la modificacion
de la Técnica de Bielschowsky para cortes
por parafina. Este método da excelentes
resultados con cortes por parafina de mate-
rial fijado en formol y es suficientemente con-
fiable para ser utilizado como rutina.

Soluciones

A. Solucion de Nitrato de Plata al 20% en
agua destilada.

B. Solucién de plata amoniacal: a 30 ml de Nitrato
de Plata al 20%, afiadir 20 ml de alcohol abso-
luto y mezclar. Adadir Hidroxido de Amonio
(amoniaco) sin diluir, gota a gota, hasta disolver
el precipitado que se ha formado.

Después que se disuelve el precipitado,
afiadir 5 gotas de amoniaco fuerte.

C. Formol al 10% en agua corriente.

Procedimiento Técnico

1. Desparafinar e hidratar los cortes.

2.Nitrato de Plata al 20% 25 minutos a 60°C.
3. Enjuagar en agua destilada, varios cambios.
4. Formol al 10%, 10 a 15 segundos.

5. Impregnar en plata amoniacal, 30 a 40 seg.

6. Reducir, pasar los cortes por 2 pases de
formol al 10%, 1 minuto cada uno.

7 Agua destilada, enjuagar y observar al
microscopio. Con impregnacion insuficiente,
repetir pasos 5 y 6.

8. Cloruro de oro amarillo al 0,2%, 5 minutos.
9. Agua destilada, lavar.

10. Hiposulfito de sodio al 5%, 5 minutos.

1. Agua corriente por varios minutos.

12. Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados

* Neuronas, células nerviosas, axones y den-
dritas, placas seniles: color negro.

Fondo: color gris rosado.

Corpiisculos de la piel. Técnica de Glees-Marsland. 40x.

TECNICA DE METENAMINA DE PLATA

Procedimiento Técnico

* Objetivo: Destacar los axones.

* Fijacion: Formol 10%.

* Inclusion: Parafina - Cortes: 6 a 8 p en por-
tas silanizados.

Soluciones
A. Solucion Stock de impregnaciéon: 5ml de
Nitrato de plata al 5% en agua destilada en
100 ml de metenamina de plata al 3% en
agua destilada.
19
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B. Borax al 5% en agua destilada.

C. Solucion de trabajo: 25 ml de Solucién
Stock en 25 ml de agua destilada + 2 ml de
Borax al 5%. Chequear pH a 8.5.

D. Acido periodic al al 1%-2% en agua destilada.

E. Cloruro de oro al 0.2% en agua destilada

F. Hiposulfito de sodio al 2% en agua destilada.

Procedimiento Técnico

1. Desparafinar e hidratar los cortes.

2. Colocar en acido periodico 10 minutos.

3. Lavar varias veces an agua destilada.

4. Varios microondeados de 10 segundos
cada uno a potencia maxima (60°C).

5. Lavar con agua destilada y observar al
microscopio (color castafo oscuro).

6. Colocar en cloruro de oro durante 20 seg.
7 Lavar en agua destilada varias veces.

8. Optativo: Fijar la impregnacion con hiposul-
fito de sodio.

9. Lavar en agua destilada.

10. Contraste con verde luz de 5 a 10 segundos.
1. Lavar en agua corriente.

* Fijacion: Formol 10%.
* Inclusién: Parafina - Cortes: 4 a 6 p en por-
tas silanizados.

Soluciones

A. Nitrato de plata 1%.

B. Solucién de Revelado: Gelatina 5% /
Nitrato de plata 2% / Hidroquinona 0.15%.

C. Agua acetificada 1%.

Procedimiento Técnico

1. Desparafinar e hidratar los cortes.

2. Colocar en solucién de Nitrato de plata 1%
por 30 minutos entre 37°C y 43°C.

3. Colocar en solucién de revelado entre 4-12
minutos a 56°C.

4. Lavar en agua corriente caliente.

5. Lavar en agua acetificada.

6. Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados
* Espiroquetas y algunos bacilos: color café o
negras;

12. Dejar secar, deshidratar rapidamente, acla- ﬁondo: amarillo dorado.

rar y montar.

Resultados
* Hongos, membranas basales, fibras de reti-
cula y elasticas: color negro.

* Glucogeno y mucinas: color gris a negro;
Fondo: verde.

Membranas basales glomerulares engrosadas. Sindrome nefrdtico.
Metenamina de plata. 40x.

TECNICA DE WARTHIN-STARRY

Procedimiento Técnico
* Objetivo: Destacar Helicobacter Pylori y
espiroquetas.

)
i N P |
R

Colonizacion de mucosa por Helicobacter heilmannii.
Método de Warthin-Starry. 100x.

B W
i &
4 r!’%"{kj-

Glandula antral gan denso agregados de H. Pylori sobre la
superficie luminal. Metodo de Warthin-Starry. 40x
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METODO DE GALLYAS

FIJACION: en formol buffer al 10 % 
INCLUSION: en parafina 
CORTES: de 8 micrones

PROCEDIMIENTO TÉCNICO
SOLUCIONES
A.  Acido periódico al 5 %
B.  Nitrato de  Plata alcalino-iodada
-Hidróxido de Na 		40gr
-Ioduro de K 			100gr
-Nitrato de plata al 1% 	35 ml
° Disolver el hidróxido de Na en 500 ml de agua destilada y agregar el Ioduro de K; disolver. Agregar el Nitrato de Plata  gota a gota agitando continuamente para aclarar la solución. Llevar a solución final a 1000ml, con agua destilada.
C.  Acido acético al 0,5%.
D.  Solución de revelado
Mezclar 3 volúmenes de solución F, más 10 volúmenes de solución E y 7 volúmenes de solución C. Esperar que aclare.
E. Solución stock 1
Carbonato de sodio anhidro 50 gr
Agua destilada 1000ml
F. Solución stock 2
(Disolver consecutivamente)
Agua destilada 1000ml
Nitrato de amonio 2 gr
Nitrato de plata 2 gr
Acido tungtosilicio 10 gr
Formol al 40 %   7.3 ml
G. Solución de cloruro de oro
Cloruro de Oro al 0,1%.
H. Solución  de Hiposulfito de sodio al 1%.

TECNICA
1. Desparafinar
2. Lavar con agua destilada (AD) 
3. Acido periódico al 5%    5 minutos
4. Lavar con AD
5. Nitrato de Plata alcalino- iodada 1 minuto
6. Lavar con acido acético al 0,5%   3 minutos
7. Lavar con AD  
8. Solución reveladora,  preparar en el momento de uso.
9. Controlar en el microscopio el tiempo de revelado es de 5 a 30 minutos
10. Lavar en acido acético al 0,5% por 3 minutos 
11. Cloruro de oro (opcional) 30 segundos
12. Lavar con AD
13. Hiposulfito de Sodio 5 minutos
14. Lavar con AD
15. Deshidratar, aclarar y montar con bálsamo.

RESULTADOS
. Ovillos y placas neuriticas negras
. Fondo amarillento

VA ULTIMA FOTO del nuevo archivo

Placas neuríticas en tejido cerebral. Método de Gallyas. 40x
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BALANCE Y MEMORIA DE LA SAH
Al 31 de diciembre de 2012

ESTADO DE RECURSOS Y GASTOS (en Pesos Argentinos)

2012 20M
Resultados Ordinarios
Recursos
Para fines generales 14.199,00 8.950,00
Para fines especificos 8.800,00 31.450,00
Diversos (Anexo 1) - -
Total Recursos 22.999,00 46.400,00
Gastos

Generales de Adm. (Anexo [1) -23.634,89 -41.806,29
Especificos (Anexo IV) - -
Total Gastos -23.634,89 -41.806,29
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| Sistemas
Analiticos

\ 2 ) 0¥ Sistemas Analiticos Empresa
Y c Certificada por Normas IS0 9001 y GMP
Productos Quimicos (Buenas Pricticas de Fabricacion)

NUEVO {\ TRICROMICOS Biopack®

2000.9503.06 TRICROMICO DE MASSON (Escarlata Fucsina Acida) 250 mL
2000.9504.06 TRICROMICO DE MASSON (Ponceau Fucsina Acida) 250 mL
2000.9505.06 TRICROMICO DE MASSON (Fast Graen Fcf) 250 mL
2000.9506.068 TRICROMICO DE MASSON (Azul De Anilina) 250 mL
2000.9507.06 TRICROMICO DE GOMORI 250 mL
2000.8497.06 TRICROMICO DE VAN GIESON 250 mL

Brindan una excelente diferenciacion de las fibras colagenas

Sus aliados en el momento de desprender los restos

LIMPIEZA 1! de parafina en su micrétomo
R-WAX (Limpiador de parafina para micrétomos) m
Ideal para limpiar equipamiento, instrumental,

mesadas de trabajo, etc., impregnadas con restos e
de parafina. = *.ﬁ
Ventajas: .‘t:'_:
1 - De facil uso y aplicacion. -
2 - Resultados efectivos. ﬂel y

i 3 - No contiene Xileno. Iy
4 - Envase en Aerosol. ‘ .

Utilice R-WAX para la correcta limpieza y mantenimiento de su
microtomo. Luego aplique REPELENTE DE PARAFINA como
complemento y compruebe su eficacia.

/) PRODUCTOS

o o,
LS, DESCRIPCION
{ 0\ 2 2000.0864.05 OPTICLEANER® (Solucién limpiadora p/vidrios opticos de
1 90 = § microscoplos (objetivos y oculares)) 90 mL
\ 7 L‘S’ ® 2000.9484.05 REPELENTE DE PARAFINA 120 mL
\ ' ""\*"-‘f 2000.9450.05 R-WAX (Limpiador de Parafina en Aerosol) 120 mL
2 0 sen

OPTICLEANER®: Eficaz limpiador de dpticas. No despega las lentes.

i FRITETITTINTIN & A=l |\ (|
= e = !

Sl deseas reciblr asesoramiento acerca de nuestros productos hagalo a promocionesg@blopack.com ar
0 & nuestro toldfono +54 11 4958 1448 y visitando hittp:iwww blopack.com ar




SOLUCIONES PARA PATOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA

ANATOMIA PATOLOGICA IHO

« ANTICUERPDS PRIMARIOS

Policlonales y Monoclonales en ratén y conejo concentrados (0.1, 0.5y 1 ml)

Prediluidos listos para usar (1 y 7 ml)

» SISTEMAS DE DETECCION PARA IHO
HRP Detection System: Avidina Biotina HRP
Hi Def. Sistema Polimerico

REATIVOS ACCESORIOS

)& CELL MARQUE

Trilogy: HIER. Permite tres pasos de Pretratamiento: Desparafinag, rehidrata y desenmascara.
Diluyente de anticuerpos, buffers, substratos, proteasas, bloqueantes, medios de montaje y

controles

HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE FISH

« PRUEBAS DE TUMORES SOLIDOS
Incluye rangos de: TOP2A, HER2, C-MET, N-MYC, MALTI, EWSR1

KITS PARA MUTACIONES POR REAL TIME PCR

o MUTACIONES DE K-RAS, BRAF Y EGFR
Paso 1. Biopsia del tumor
Paso 2. Extraccion de acido nucleico (QlAamp DNA, FFPE Tissue Kit 56404)
Paso 3. ARMS. Amplificacion selectiva de la secuencia target
Paso 4. Scorpions. Senal fluorescente, presencia de la mutacion

EQUIPAMIENTD

+ MICROTOMOS. CRIOSTATOS. PROCESADORES DE TEJIDOS

estomba 964 | c1427cov
capital federal . argentina
tel. 54 11 4555 0010

tal. 54 11 4859 5300

fax 54 11 4553 3331
ventas @tacnolab.com.ar
www.tecnolab.com.ar

IS0 8001:2008

Cytocel

SedHn st :
QOB 1EFTIRS
QIAGEN Innovations
: '
— |
I —
Rotor-Gene® Q
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tecnolab




CONOCIMIENTO Y TECNOLOGIA
DE VANGUARDIA.

En Diagndstico Médico Orofio trabajamos para que la tecnologia y el conocimiento
estén al servicio de un diagnéstico cada vez mas preciso, siendo pioneros en la incorporacién
de los avances medicos mas recientes y en |la formacion continua de nuestros profesionales.

B INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE TUMORES

B INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIAGNOSTICO DE METASTASIS DE ORIGEN DESCONOCIDO

# INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIAGNOSTICO EN PATOLOGIA MAMARIA

# INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIAGNOSTICO EN PATOLOGIA PROSTATICA

® INMUNOHISTOQUIMICA AUTOMATIZADA EQUIPO BENCHMARK VENTANA

W BIOMARCADORES EN CANCER DE MAMA, EN CANCER DE PULMON Y EN MELANOMA

# DETECCION DE HPV Y CEPAS DE ALTO GRADO POR PCR

@ PATOLOGIA CONVENCIONAL DE INTERVENCIONISMO (PUNCIONES EN TAC, ECOGRAFIA, ETC.)

5 @ (i) Dracnostico

GRUPO ORONO QUANTUM ORONO

Boulevard Orofio 1526 | Telefax 0341 5232323 | info@diagmedico.com | www.diagmedico.com






