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DEEINICION:

Se denomina Teécnicas histologicas a una serie
de operaciones a que se somete una materia
organizada, a fin de gue sea posible su estudio
por medio del microscopio, posibilitando la
observacion de estructuras no visibles al ojo
humano.
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Metodologia de estudios:

- Examen inmediato
0 In VIVO.

- Examen mediato
0 post-mortem.
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-Examen inmediato o In VIVO:

1) Al estado fresco.
2) Examen con coloracion
vital.
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-Examen mediato 0 de post-mortem:

Este es el metodo que se utiliza en forma
universal, el cual es interpretado de la misma
forma en todos los laboratorios y exige la muerte
de las celulas para ser estudiadas.
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Pasos de la Tecnica Histologica Corriente

1)Obtencion del Material Biologico.
2)Proceso de Fijacion.

3)Proceso de Inclusion.
4)Obtencion de Cortes.

5)Proceso de Coloracion.

6)Montaje Final.
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1)Obtencion del Material Biologico.

-Blopsias quirargicas.

-Material obtenidos de necropsias.
-Utilizacion de animales de laboratorio.
-Estudios experimentales en animales o
vegetales.

-FErotis 0 extendidos.
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1)Obtencion del Material Biologico:

-Blopsias : es la forma mas frecuente, de

obtener las muestras para ser estudiadas. Se
toma un fragmento de tejido u 6rgano de un ser
VIVO.

Puede ser: incisional ,excisional, por sacabocado,
POr puncion y absorcion, por raspado por
trepanacion.-
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2)Proceso de Eljacion:

Este metodo trata de interrumpir el desarrollo
de los procesos organicos fijando y conser-

vando de la manera mas semejante al estado
en gue se encontraban los tejidos en vida.

SI no se actua rapido la materia puede sufrir
los procesos de post-mortem( autolisis-

putrefaccion).
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Clasificacion de los fijadores:

Quimicos

formol al 109%(+++++)
glutaraldehido( M.E.)

-Simples acetona

tetroxido de osmio (M.E)
\alcohol absoluto, etc

~Compuestos | lig: de fleming

0 mezcla

s fijady lig. de zenker:

\qu.de BouIn
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FIJADORES

Dentro de los fijadores el mas utilizado es el
Formol, que es un fijador simple.
En el comercio se lo obtiene al 40%.

Formol: se emplea en solucion al 10%
(es decir se debe diluir 10 partes de formol y 90
partes de agua).
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Clasificacion de los fijadores:

-Desecacion.(Tec.bioguimicas)
-Calor seco y

calor humedo.
-Frio

-Congelacion y. desecacion.

FISICOS —




NS OlOGIA:METODOS DE
ESTUDIO DE LA HISTOLOGIA

REGLAS PARA UNA BUENA FIJACION

-El material debe ser cortado en pequenos y
delgados trozos para facilitar la penetracion del
liguido fijador.

-La relacion del volumen entre el objeto a fijar y
el fijador debe ser de 1 a 20.

-El material biologico debe estar en total
contacto con el fijador.

-El tiempo de fijacion varia, en promedio con 24
hs es suficiente.
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3) Proceso de Inclusion:

Para obtener cortes delgados y uniformes es
necesario gue las piezas adguieran una dureza
determinada .

L_os cortes pueden ser obtenidos por dos
procedimientos fundamentales:

-a) Previa congelacion del material.

-bb) Previa inclusion del material en parafina.
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3) Proceso de inclusion:

El metodo por excelencia es la inclusion en
parafina.

Los medios o sustancias de inclusion pueden ser :
Solubles en agua (celoidina-gelatina-etc) o
Insolubles en agua (parafina).
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3) Proceso de inclusion:

Dado gue se utiliza Parafina , que es
Insoluble en agua , requiere de la previa
extraccion de la misma del material a

Procesdlr.

Por: 1o tanto la inclusion costa de l1os
SIQUIENTLES PASOS:
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3) Proceso de Inclusion:

-DESHIDRATACION del material.
-ACLARACION del material.
-IMPREGNACION EN PARAFINA del material

-CONFECCION DEL TACO O BLOQUE.
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DESHIDRATACION:

-En este paso se trata de extraer el agua de todo
el tejido para que la parafina ocupe su lugar.

-Se utilizan alcoholes en concentracion
crecientes: 70°-80°-96°-100°.(1/hora en c/
alcohol).
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ACLARACION:

|_.uego de deshidratada la pieza , se coloca en un
liguido llamado Intermediario (por la
propiedad

de disolver la parafina).

[Liguidos intermediarios: cloroformo, toluol,
xalolsy benzol.

El- tiempo Varia seguin la stustancia tsada 'y el

tamano de la pieza, entre 1y 3 ns.
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IMPREGNACION EN PARAEINA:

-|_a parafina se encuentra en estado solido.

-Su punto de fusion varia entre 45° a 60°.

-[_as piezas luego de ser aclaradas se colocan
en estufa en una mezcla de parafina liguida y
liquido Intermedio durante 1 hora, y luego pasan
a parafina sola durante 4 horas, por: 16 Menas,
para gue elimaterial se Impregne totalmente .
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CONEECCION DEILL TACO:

-Luego de los pasos realizados anteriormente
viene la inclusion definitiva de la pieza para
posteriormente realizar los cortes y la coloracion.
-Se utilizan moldes especiales de metal llama-
dos: barras de Leuckart, donde se vierte parafi-
na liguida a 60° C.

Alli se coloca la muestra orientandola para rea-
lizar el corte adecuado.
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4) Obtencion de los cortes

-MICROTOMOS
-DESLIZAMIENTO
-TETRANDER
-DE PARAFINA TIPO MINOT
-ULTRAMICROTOMO
-CRIOTOMO.



MATERIAL EN PROCESO DE CORTE
CON MICROTOMO
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-MONTAJE DEL CORTE.

-POR

AOBJE

OS EN ESCALERILLAS SE

COLOCAN EN LA ESTUFA PARA
MEJORAR SU FIJACION.
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5) Proceso de coloracion

-Es el proceso por el cual un cuerpo toma color
bajo la accion de un colorante y no desaparece
con continuos lavados.

-Las estructuras biologicas de los preparados
histologicos tienen poco contraste y esto no
permite que se vean en el microscopio.
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5) Proceso de coloracion

COLORANTES:

Son todas aguellas sustancias que pueden
comunicar su color a otro cuerpo.
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5) Proceso de coloracion

CLASIFICACION DE COLORANTES.

1-Naturales -Animales -Carmin

-\egetales -Hematoxilina
-Orcelna
-Azafran
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CLASIFICACION DE COLORANTES.
2-Artificiales -Acidos: sales con base incolora
y acido coloreado.
= R=ONI\VAY
-Basicos: sales con base coloreada
y acido incoloro.
Ej). AZUL DE METIL.
-Neutros: sales con base y acido
coloreados.
EJ.EOSINATO DE AZUL DE METILENO.




NS OlOGIA:METODOS DE
ESTUDIO DE LA HISTOLOGIA
CLASIFICACION DE COLORANTES.

3-Indiferentes:

-No forman sales.

-Tinen aquellas sustancias que tienen poder
disolvente superior al del liquido que ha ser-
vido para preparar la solucion colorante.

EJ. Sudan I11, Rojo escarlata.
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CARACTERISTICAS DEL MATERIAL
BIOLOGICO.

-Sustancias basofilas .
-Sustancias acidofilas.
-Sustancias neutrofilas.
-Sustancias azurofilas.
-Sustancias osmiofilas.
-Sustancias argirofilas.
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|_a tecnica por excelencia utilizada para
coloracion de preparados histologicos
es la gue se realiza con:

HEMATOXILINAY EOSINA.
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Procedimientos para colorear la muestra

a) Desparafinizacion e hidratacion del corte.
(benzol o xilol-alcohol decreciente 100°-96°-80°-
7/0°%-agua destilada).

b) Coloracion propiamente dicha.
Hematoxilina-virado en agua corriente-eosina-
virado en agua y luego se continua con el ultimo
paso de la técnica
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6) Montaje final:

Al terminar la coloracion el preparado queda
totalmente hidratado y debe ser deshidratado
a)Deshidratacion: alcoholes en forma creciente,
/0°-80°-96°-100°.
v)Homogenizacion o aclaracion: benzol o xilol.
¢)Colocacion de Cubrennh|etos.



COLORACION CON HEMATOXILINA/EOSINA
TEJIDO CONECTIVO Y GLOMERULO RENAL.




TEJIDO CONECTIVO:
HEMATOXILINA/EOSINA




MUCOSA GASTRICA TENIDA CON
HEMATOXILINA/EOSINA
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Coloraciones especiales:

-Tecnica de Papanicolaou.

il e Tricromica de Masson.
il de Impregnacion Argentica.
-Coloracion de May Grumwald Giemsa.

-Sudan I11.



GLOMERULO RENAL TENIDO CON
AZUL DE TOLOUDINA




GLOMERULO RENAL - PLATA -
METENAMINA PARA MEMBRANA
BASAL




TEJIDO CONECTIVO : COLORACION
DE TRICROMICA DE MALLORY PARA
FIBRAS DE COLAGENO.
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SISTEMA NERVIOSO-
IMPREGNACION ARGENTICA




TECNICA DE PAPANICOLAOU-CITOLOGIA
EXFOLIATIVA GINECOLOGICA




TECNICA DE PAP- CELULAS EPITELIALES DE
CUELLO UTERINO

CITOLOGIA EXFOLIATIVA CERVICAL

Células
supearficiales.
Paoligonales,
delgadas,
grandes,
ciloplasma claro
y transparente,
sin pliegues,
nicleo pequedo
y denso,
ponotico,

superficiales son
ecsindfias y las
mas profundas
ciandfias. No
son comificadas




COLORACIONES ESPECIALES DE DIFERENTES
TEJIDOS
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Tecnicas de Preparacion para MIcroscoplio
Electronico.

-IMuestra: fragmento menores a 2 mm.
-F1jador: Glutaraldenhido. Tetroxido de Osmio.
-lmpregnacion: resina epoxi.

-Corte: ultramicrotomo .Grosor:0,lum.
-(Coloracion: metales pesados.

-UJsor morfologia stbceltlar ~tltraestructiras.
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Metodos Inmunohistoquimicos

-La Inmunohistoquimica (IHQ) es una
técnica que revela la existencia de distintas
proteinas en las muestras de tejidos, las
cuales nos permiten conocer no solo el
origen o el linaje de diferentes células, sino
tambiéen su funcionalismo.



PARA QUE SE UTILIZA?

-DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE
NEOPLASIAS.

-METASTASIS DE ORIGEN
DESCONOCIDO.

-TIPIFICACION DE LINFOMAS
-RECEPTORES HORMONALES Y
DETECCION DE ONCOGEN EN
CANCER DE MAMA.
-MARCACION DE TEJIDOS
ESPECIFICOS, PARAESTUDIOS Y
TRABAJOS CIENTIFICOS.




TECNICAS DE INMUNOMARCACION-
ACTINA MUSCULO LISO Y VIMENTINA
PARA FIBROBLASTOS.




TECNICAS DE INMUNOMARCACION VERSUS
TINCION HEMATOXILINA /EOSINA




COLORACION H/E VERSUS
INMUNOMARCACION EN CORTE DE
TEJIDO MAMARIO.

- h W iﬁs'rf e

" . & i . .
Telido mamario normal 4, Carcinoma mamario




MICROSCOPIO OPTICO

UN MICROSCOPIO ES UN INSTRUMENTO QUE SE
UTILIZA PARA AUMENTAR EL TAMANO DE UNA
IMAGEN Y PERMITE VER MAS DETALLES DE LO
QUE SERIA POSIBLE A SIMPLE VISTA.

EN EL CASO DE NUESTRA MATERIA, ES UN
ELEMENTO DE SUMA IMPORTANCIA YA QUE
ESTUDIAMOS COMPONENTES Y ESTRUCTURAS
DE TEJIDOS Y ,0RGANOS NO DETECTABLES POR
LA RESOLUCION DEL 0JO HUMANO- 0,2MM.
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MICROSCOPIO OPTICO

SISTEMA MECANICO

-BASE O PIE

2 =12 VAVAS

-PLATINA

-PINZAS

-TORNILLO MACROMETRICO
-TORNILLO MICROMETRICO
-REVOLVER

-TUBO




MICROSCOPIO OPTICO

SISTEMA OPTICO

-FOCO Y LUZ FUENTE
-CONDENSADOR
-DIAFRAGMA
-OBJETIVOS

- OCULARES
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