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I N T R O D U C C I O N

ANTECEDENTES HISTORICOUS

_ La Histologia, en la medicina ha sufrido a tra-
véz del tiempo una evolucién de gran importanoig,considg
rando que anteriormente las pricticas que se efectuaban
para el estudio de las estructuras de los érganos se rea
lizaban por observacién directa,y‘eran s6lo estudiados -
macroscépicamente con la consecuente limitacién de los -
conocimientos sobre la estructura de los tejidos a sélo
‘la textura de sus capas y anatomia macroscépica; poste--
riormente se utilizé la lupa como un instrumento auxili-
ar,para hacer visibles Lbs detalles que a simple vista -

no se observan.,

Algunos cient{ficos al hacer experimentos con
el uso de lentes dierén origen al invento del microscé--
pio.Cuando Robert Hooke ( siglo XVII ) construyé un mi-
croscépio compuesto,con el cual observé un pequefio corte
de corcho y descubrio que éste ,gstaba formado pdr ﬁéqug
fios compartimientos a los que lldmo " Célula ",

A la véz otros estudiosos de la época estudiarén tejidos
animales microscépicamente y se observé que también esta
ban formados por esos pequeiios compartimientos,que &l --
mismo tiempo se encontraban separados entre si por pare-

des.



Con el uso del microscépio,en los estudios His-
tolégicos se llegé a la conclusién de gque la célula era
la unidad viva fundamental de animales y vegetales.

Por lo tanto trds continuos estudios se llegbé a la clasi
ficacién de los cuatro tejidos bdsicos y cada ﬁho de e—=
1los con su subclasificacién que ahora conocemos. |

As{,desde entonces,el microscépio se considera -
impresindible para todo laboratorio de Histologia, tanto
para el estﬁdio'de cortes histolégicos como para llevar
un control de calidad de colorantes utilizados para tin-
ciones de los cortes,los que mejoran la observgcidn y -
descripecién microscépica.

La Histologia se convirtio en una ciencia funda
mental para otras ciencias biolégicas como la bioquimica
génética,bioldgia celular,inmunologia, patologia,etc.
Ahora se cuenta con una serie de microscdépios especiales
105 cuales tienen su clasificacién de acuerdo al tipo de

fuente luminosa que utilizan. (1, 6 , 8 , 10 )

!

TIPOS DE MICROSCOPIOS

l.- Microscépio de Luz ( Optico )
2.~ Microscépio de Campo Oscuro

3.- Microscépio Electronico

4.~ Microsc6pio de Contraste de Fase
5.~ Microscépio de Polarizacidn.

6.- Microscépio de Fluorecencia

T.- Microscépio de Interferencia

8.- Microscépio de Rayos X




En la Histologfa para cualquier preparacién mi-
croscdpica van a intervenir diversos procedimientos de
tincidn. -

Primeramente hablaremos de lo que es un colorante.Un co
lorante es un cuerpo pigmentado,el cual puede %ransmi--
tir su pigmentacién a otros cuerpos.

La coloracién es la propiedad de ciertos cuerpos de e——
jercer'sobre la luz una absorcién selectiva.

Los colorantes se eligen con el fin de obtener un con--
traste y una representacién de lo mas variada posible -
entre las distintas estructuras,los métodos histolégi-

cos de tincién hen sido{generalmente elaborados empiri-
camente y se desconocen gran parte de sus mecanismos de

reaccién.
CLASIFPICACION DE LOS COLORANTES

Colorantes Naturales , Son colorantes extraidos de pro-

ductos animales o vegetales.

Colorantes Artificiales . Conocidos también como colora

ntes de anilina,carbén o sintéticos.

Cas{ todos los colorantes usados en la Histo
logfa son salés que se disocian en agua,se deacriben co
mo dcidos y bésicos. )

Si el componente de coloracién es un radical 4cido,la ~
tincién se dosigna como 4cida,y si es un radical bdsico

se llamara bésica.



TIPOS DE TINCIONES

Tincién Regresiva . Cuando el tejido primero se tifie y
posteriormente se decolora,usualmente la dife-
renciacién es controlada por medio del micros~-

06p100

Tincidén Progresiva . En esta tincién el tejido unae vez
tefiido,no puede ser removido; el tejido es de-
jado en la tincién hasta que tome la colora --

cién deseada.
;o REACCIONES DE LA TINCION

Absorcién o Tincién Directa . Son aguellas que se pro-
ducen simplemente por inmersién en el baflo co-

lorante.

Tincién Indirecta ., La reaccién del colorante va a de-
pender del uso de una sustancia intermedieria
‘previamente & la tincién,tratandolo con un mor

dente,

Tincién Fisica . Esto es simplemente solubilidad del -

colorante en los elementos de la célula.

Tincién Quimica . La formacion de una nueva sustancia

la cual es irreversible.

Adsoreidén . La adsorcidn es la acumulacidén sobre la su
perficie de los componentes celulares ( por a-

finidad o por atraccién eléctrica ). ( 1, 4 ,

8, 10, 12 )



Las técnicas de tincidén utilizadas en la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnisa,para la ensefian-
za de la Histologfa son limitadas,ademés de inespecf{fi--
cas por lo cual consideramos que con la estandarizacién
de las técnicas especificas que proponemos servirén de -
auxil;o para la ensefianza prédctica de los slumnos,en es-
pecial sobre algunas estructuras histolégicas,las cuales'
son facilmente demostradas,comprendidas como por eaemplo

los elementos del Tejido Conectivo.

El Tejido Conectivo es uno de los cuatro teji-
dos bésicos del organismo clasificados histolégicamente,
Yy dentro de la sub-clasificacidén del tejido conectivo, -

nos enfocaremos al estudio de :

A).- Fibras Elésticas

B).- Pibras Reticulares

C).- Células de Mast o
Células Cebadas

FIBRAS ELASTICAS

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

v Las fibras elédsticas se observan como filamentos
largos o como cintillas aplanadas,brillantes,mucho més -
delgadas que las fibras coligenas;las fibras eldsticas -
tienen un espesor de una a cinco micras,aunque en algu—-
nos ligamentos eldsticos pueden tener un diametro de 10
a 12 micras. Se caracterizan por su gran elédsticidad, tan
to de flexién como de extensién,ceden al estiramiento -

hasta 2,5 veces de su longitud normal,tomando su forma o

riginal al retirarsele la tensién.



Les fibras elédsticas me diferencian de las fie-
~bras conéctivas,no solo por su extensibilidad,sino por -
su fuerte refringencia,variado grosor, su capacidad para
ramificarse y fusionarse con otras.

En contraste con las fibras colédgenas,las fibras elédsti-~
cas tienen forma homogénea y no fibrilar y pueden dar o-

rigen a capas intensas perforadas.
COMPOSICION QUIMICA

El componente caracteristico de las fibras eld
stlcaa es la eldstina,albuminoide responsable de la eléds
ticidad de la fibra. |
Las fibras elbsticas son altamente resistentes a los 4ci
dos,alcalis y al cocimiento;y en cambio la eléstina pue-~

de ser lentamente digerida por la tripsina y pepsina.

CARACTERISTICAS DE TINCION

Las fibras se tifien en forma irregular con eo-
sina,la captan escasamente y no pueden diferehciarse de
otras fibras intercelulares.

En cortes‘teﬁidos‘coanematoxilina y Eosina van a.apare—
cer de un color rosa pélido;pero pueden ser tefiidos se--
lectivamente con Orceina ( color pafdo ),Resorcine Fucsi

na,Pucaina Acida,Acido Picrico ( Van Gieson ).

LOCALIZACION DE LAS PIBRAS ELASTICAS

'Précticamente,en todos los tipos de tejido conec

tivo,ligamentos, pulmones,cartilago elédstico,paredes de -



- arterias ( membranas internas y externas ), tendones,-
¥y principalmente en el tejido laxo. ( 2 , 5, 8, 9, -
1 ),

FIBRAS RETICULARES

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Las fibras reticulares son fibras que se ramifican-
formando una red o reticulo,las primeras fibras aparecen
en el desarrollo y/o la formacién del tejido comectivo.
Los intersticios de las redes sueléﬂ tener dimensiones -
gque mantienen en su sitio a 1as-cé1ulas,sin embargo las
fibras reticulares no son un componente constante del te
jido conectivo laxo.

Aparecen como reticulos finos alrededor del endote
lio de los Vasos sanguineos,alrededor de las fibras mus-—
culares,alrededor de las fibras nerviosas,celulas grasas
,entre las divisiones finas del pulmén y especialmente -~
entre los limites del tejido conectivo y otros tipos ti-

sulares por abajo de las membranas epiteliales.

LOCALIZACION DE LAS PIBRAS RETICULARES

, Se localizan en organos hematopoyeticos en los cu
ales las fibras reticulares dan sostén a células libres
y en algunos otros organos como higado,bazo,ganglios --

linfaticos.



. COMPOSICION QUIMICA

_ Las fibras reticulares son de menor calibre que
las coldgenas y tienen un recubrimiento de glucoprotef-
na y proteoglucano. ;

Se dice que tal vez las fibras reticulares sean fibras
de colégena inmaduras o jovenes; las diferencias de co-
loracién entre los dos tipos,pueden provenir del tamafio
fisico,

Se dice que las}fibras reticulares estan forma-
das por retlcullna,aunque algunos autores hacen mencién
que su composicién es colénena Y que probablemente son

“originadas a partir de los fibroblastos.

CARACTERISTICAS DE TINCION

Las fibras reticulares no se identifican en cor-
tes tefiidos con técnicas histolégicas ordinarias (Aﬁemg
toxilina y Bosina ),pero se demuestra facilmenté por -
técnicas de impregnacidén Argentica,se tifien de negro a
diferencia de las de colédgena que toman un color amari-~
1lo é castafio pardo, |
Se tiffen con mayor intensidgd con la técnicaAde P, A. S.
Debido a in&estigaciones y estudios quimicos se conclu=
y6 que tenian aproximadamente 10 veces mayor cantidad -
de carbohidfatos ¥y que este polizacarido se presentabé
revistiendo a las fibras,lo cual explica que se tifian -
con técnicas de impregnacién Argentlca. (2,555,177, -
8, 11 )



CELULAS CEBADAS O DE MAST

Las células de Mast es un tipo celular distri-
bﬁido ampliamente en el tejido conecfivo,son encontradas
tempranamente en el desarrollo del tejido embrionario y-
aparece con mayor frecuencia en el tejido conectivo de -~
los roedores y tienden a presentarse en péqueﬁbs grupos
en relgcién con los vasos sanguineos,

En ocagiones z éste tipo celular se le conoce
con el nombre de baséfilos tisulares,su tamafio varia de
acuerdo a la especie,su forma es irregular,a veces tie--
nen pseudopoaos cortos, su nﬁcieo es central,esferico, pd-
lido y pequefio y muy pocas veces es observado,debido a -
que la caracteristica principal de estas células es 1la
presencia de grandes granulos en su citoplasma,los cua--~
les son refringentes as{ como hidrosolubles,

Estos granulos contienen dos sustancias de im-
portancia médica,la histamina yAla heparina y en algunas
especies contienen otra sustancia que es la serotonina.
Las células de Mast liberan sustancias involucradas en -
las respuestas alérgicas y en la anafilaxia ( hipersensi
bilidad ).Actuan liberando heparina e histamina durante
el shock anafilactico,una condicién potencialmente fatal
cuando el organismo entra. en contacto con un antigeno al
cual ha sido previamente sensibilizado. _

La heparina contenida en los granulos es un --
glucosaminoglucano sulfatado,el cual es un anticoagulan- .
te muy importante;el fibrinogeno y otras proteihas que -
escapan al tejido conectivo,la heparina actua evitando -

la formacién de fibrina,
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-‘13 que previene los coagulos de la misma en -
eséﬁcios intercelulares, también tiene accién depurado-~
ra del plasma sanguineo.

La histamina es una amina,derivado del aminoédci
do histidina y tiene un efecto vasoamctivo,que dilata -
casi todos los capilares,la cual va sumentar la permea
bilidad capilar,ademds de su efecto sobre el tejido --
muscular visceral,al cual va a contraer.

La propiedéd de tincién de los granulos depende del -

contenido de heparina en un 30 % del contenido total
la histamina un 10 4 y la serotonina un 3 % .

Los granulos estan circundados por una membrana que -
consiste principalmente de 4cidos y mucopolizacéridos
neutros en asociacién con otras proteinas.Por lo tanto
gon P, A. S, positivo y se tiﬁen con Azul Alcalino.
Los granulos no se demuestran con la tincién de Hemato
xiiina y LEosina,se tifien metacromicamente con anilina
bédsica. |

Con Azul de Metileno toman un color purpura.

‘Con Azul de Toluidina se tifien de color rojizo purpura
y el Rojo Neutro los tifie suprévitalmente a oscuro,ro-

jo ledrillo. (1,2 ,5,7, 8, 9)
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O B J E T I V O S

OBJETIVO GENERAL : Estandarizar nuevas técnicas de
tincidén en el Laboratorio de -
Histologia y dejar colecciones
de laminillas con estos métodos
para una mejor ensefifanza de la
Histologla.

OBJETIVOS PARTICULARES :

Estandarizar nuevas técnicas de tincién para-

la enseflanza prdctica de la Histologia.

Hacer acopio en, el Departamento de Histologia
de reactivos,maferiales y preparaciones nece-
sarias para elaborar los nuevos métodos de =
tincién para que en un momento dado,se puedan
elaborar en cuaiquier momento teniendo el ma-

terial preparado.

De jar coleccioneé de laminillas para que se =
puedan utilizar en las précticas de Histolo-—-

gla,

Capacitar al personal técnico para que adqui-
era préctica en el mahejo,uso-y preparacién -
de reactivos y materiales utilizados en los -

nuevos métodos de tincién.
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M AT ER I AL Y M ET OD O S

Este trabajo se realizé en el laboratorio de Histopatologia
de la Pacultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la -~
Universidad de Guadalajara.
El ﬁaterial biolégico se obtuvé en gl area de ngcropsias —
de eéte mismo departamento de Patologia;proveniente de cani
nos aparentemente sanos,sacrificados por sobredosis anesté-
sica,utilizando Pentobarbital Sédico a una dosis de 1 ml =~
" por cada 2.5 kg de peso, |

Las muestras tomadas se sometieron a fijacién por
un tiempo de 24 horas en formol al 10 %,se procesarén los -
tejidos en el histoquinete,después se incluyeron en parafi-
na y se cortarén al microtomo;y se aplicarén a las muestras
( tejidos ) las técnicas de tincién especiales,las cuales -

fueron preparadas con materiales del mismo laboratorio.

METODOS ESPECIALES DE TINCION

METODO DE TINCION TEJIDO - ESTRUCTURA A OBSERVAR

i s o . [SREPER . e e e s it e rim e e 3

VERHOEFF ARTBRIA TENDON FIBRAS ELASTICAS

e s e et - ST P P ——

AZUL DE TOLUIDINA PERITONEO PIEL |CELULAS DE MAST

B e s s s e .

METODO DE JAMES GANGLIO FIBRAS RETICULARES

B N . FE T ey -~ JE—
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METODO DE VERHOEFF

( Para determinacién de fibras Eldsticas )

PROCEDIMIENTO :

l.- Desparafinizar los cortes y pasar al agua.

2.~ Sumergir los cortes en la tincién para tejido elds-

30-

tico por 15 minutos & una hora o hasta que quede -
perfecfamente negro.Checar después de 15 minutos ,-
que ﬁsdalmente es un tiempo amplio.Enjuagar el exce
80 de colorante en agua destilada.

Diferenciar en una solucién acuosa de Cloruro PFérri
co al 2 %#,esto requiere s6lo unos pocos minutos.los
cortes deberan ser enjuagados fépidamenfe y checa-——
dos con el micr&gcdpio & baja amplificacién.Como -
una guia para di%erenciarlo,ver el tejido eléstico
dentro de arterias y grandes venas para deferminar

si las fibras elédsticas han sido suficientemente qs~

" coloradas.El tejido eléstico tiene la apariencia -

40-

50-

torcida de una orquilla.El citoplédsma debera ser -
claro o solo lizeramente tefiido.

Las fibras eldsticas deberén aparecer’hegrp claro -
( si el tejido ha sido sobrédiferenciado,lé lamini-
1lla deberi ser regresada a la solucién de tincidn y
retefiida ).Cuando la diferenciacién este complete,-
enjuagar en agua.

Pasar los cortes en alcohol al 95 % pars remover el
Iodo ( opcional ). |

Enjuagar rédpidamente en agua destilada.
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6.~ Contrastar en la tincién de Van Giensén por unos -
segundos o mas tiempo. -
Meter la laminilla ( usando un vaso de Koplin ) has
ta que se obtenga el color deseado.Controlar la tin
cibén con el microscépio.
La colégena deberi ser rojo brillante y el fondo &
marillo.El colorénte deberd ser recuperado y reuti-
lizado.

7.~ Deshidratar rédpidemente en dos cambios de alcohol -
de 95 %, seguidos de tres cambios de alcohol absolu
to.Algunos de los de color amarillo ( &cido picrico
) se perderén aqui. ,

8.~ Limpiar en varios cambios de Xileno y montar en al-

gun medio de montaje neutral.

RESULTADOS : PFibras Eldsticas - Azul Negro a Negro
Ndcleo - Azul a Negro
Fibras Colagenas -~ Rojo

Otros elementos del tejido - Amarillo
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METODO DE VERHOEPP’S

( PREPARACION DE LOS REACTIVOS )

- INDICACIONES. Tinciones de cortes de fibras Eldsticas

PIJACION, Hellys,Zenker’s o Formol al 10 % de preferen

cia,

/

TINCION DE TEJIDO ELASTICO
Hematoxilina 1 &r.
Alcohol Absoluto 50 ml.
Combinar en un matréds Erlenmeyer pequefio y disolver -
la Hematoxilina con ayuda de flama baja.Filtrar y a--
gregar en orden:
Cloruroe Pérrico,solucién acuosa al 10 % 25 ml
Lugol de Yodo | 25 ml
Después de la desparafinizecién no es necesario para-
‘tratar los cortes fijados con Zenker’s,formol al 10 %
o Hellys, el uso de Iodo antes de la tincién, cualqui-
er precipitado mercurial que pueda presentarse serd -
rémovido por la solucién colorante.
 Para mejores resultados la solucién deberéd ser utili-

zada en las primeras 24 horsas.

CLORURO FERRICO AL 10 %

Cloruro Férrico ( granulos ) 10 grs
Agua Destilada 100 ml

Pulverizar el Cloruro Férrico con un mortero y
agregar agua,

CLORURO FERRICO AL 2 % ( Solucién de diferenciacién )

Cloruro Férrico 20 ml

Agua Destilada 80 ml -
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METODO DE AZUL DE TOLUIDINA

( PREPARACION DE LOS REACTIVOS )

FIJACION .

SOLUCION .

Pormol -~ alcohol de preferencia,satisfac—

toriamente formol al 10 %.

Pormol 10.0 ml
Alcohol 90.0 ml

Azul de Toluidina O { C. I. 52040 ) .1 gr
Agua Destilada 100.0 ml

.El pH deberd ser de 6.8 -~ 7.2 si no es po-

sible con agua destilada hacer la tincién

en un buffer,tal como Mec.llvaine.



-17 -

METODO DE AZUL DE TOLUIDINA

( Para la demostracién de Células de Mast )

PROCEDIMIENTO :

l.~ Desparafinizar e hidratar los cortes en agua.

2.- Tefiir en Azul de Toluidina de 7 a 10 segundos,agi-
tandolo suavemente, |

3.= Enjuagar en agua destilada, sumergiendola una vez.

4.- Sumergir en alcohol al 95 % una vez.

5= Deshidratar en alcohol absoluto,dos cambios de.4 -
6 pases.El isoprdpanol puede ser usado y el tiempo
de deshidratacién alargado.

6.~ Deshidratar en alcohol absolutd,doé cambios de 10
‘pases cada uno.

7.- Xileno,dos cambios,en cada uno dos minutos y mon--

tar.
RESULTADOS : Células de Mast -~ Purpura
Citoplasma - Azul
Nicleo - Azul
Britrocitos ~ Amarillos

Pondo ’ - Azul
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METODO DE JAMES

( Para la observacién de F. Reticulares )

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

SOLUCION .

10-

2'0-

o=

50"’

60"

Permanganato Acidificados

Permanganato de Potasio Acuoso 0.3 %
Acido Sulfudrico 0.3 %

Acido Oxalico Acuoso al § %
Nitrato de Plata Acuoso al S %
Solucién de Platé Amoniacal:

A 20 ml de Nitrato de Plata al 10 %4 ,
afladir ( 0.880 ) Amonio concentrado -
hasta éisolver el precipitado,aggegar
una gota de Nitrato de Plata acuoso -
al 10 % y 20 ml de agua destilada,fil
trar y la solucién esta lista para u-
sarse,

Mantener la solucién en un lugar oscu

ro.
Formol‘Acuoso al 5 %

Piosulfato de Sodio Acuoso al 5 %
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METODO DE JAMES

( Para Pibras Reticulares )

PROCEDIMIENTO :

l.,- Hidratar los cortes hasta el agua.
2.~ Acidificar en Permanganato 5 minutos.
3.~ Enjuagar 3 veces en agua destilada.
4,- BEn Acido Oxalico 5 minutos.

5.~ Enjuagaer 3 veces en agua destilada.
6.; En Nitrato de Plata 5 minutos.

T.- Enjuagar 3 veces en agua destilada.
8.~ En Plate Amoniacal 5 minutos.

9.~ Enjuagar 3 veces en agué destilada.
10.- Solucién Formol 5 minutos.

ll.- Enjuagar 3 veces en agua destilada.
12.~ En Tiosulfato de Sodio 5 minutos,
13.- Lavar bien en agua corriente.

14.- Deshidratar,limpiar y montar.

-RESULTADOS : PFibras Reticulares -~ Negras
Colégena - Amarilla o Cafe
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R ESULTATDO S

A la realizacién de las técnicas de tincibén -~

propuestas se obtuvieron los resultados esperados pa-

ra cada una de ellas.

Se elaborarén colecciones de algunos organos con di--

ferentes técnicas,teniendo en cuenta que estas fueran

especificas pare el organo.

A continuacién enumeramos los organos y técnicas His-

tolégicas que se elaborardn:

PO, PRI

OBJETIVO

e

Vo v e

|

TECNICA DE ORG ANO # LAMINILLAS
PINCION |
i
AZUL OBSERVACION| PIEL 20
DE DE T EPIPLON 14
TOLUIDINA MASTOCITOS | MESENTERIO 16
METODO DE OBSERvAciON §
- IAMES DE FIBRAS | GANGLIO 15 i
RETICULARES §
' A . -
TINCION DE OBSERVACION| ARTERIA 50
- VERHOEFF’S DE FPIBRAS | PABELLON )
ELASTICAS | AURICULAR 25
TENDON 25

Para elaborar la técnica de Azul de Toluidina -

utilizamos organos con abundante tejido conectivo en el

que localizamos con facilidad gran cantidad de Mastoci-
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- tos, como el tejido celular subcutaneo en piel,epi--

'

plon y mesenterio.

La cdloracién:que da esta técnica a las célu--
las de Mast es de un lila a purpura brillante en sus -

granulos y nicleo azul,con un fondo igualmente azul.

Para la técnica de James elegimos ganglios lin
faticos debido a su gran cantidad de fibras reticula--
res,observandose estas de un color negro como una pe--
guefia gran red de finos hilos en un fondo amarillo --
élaro a cafe. | «

Y por Wltimo la técnica de Verhoeff para fibras elésti
cas en la que vemos las fibras tefiidas de un color ne-
gro mezclado en un rojo de las fibras de colagensa,

Para esta técnica élegimos organos con grandes cantida
des de eldstina como arterias,pabeilon auricular y teg

dones,
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DI 5 CU s I O0ON

Debido & que el objetivo de la tesis es la produccion -
de nuevo material didéctico para las prédcticas de Histo
logia,s0lo se discuten los problemas que se presentarén
para podér estandarizer cada una de las técnicas.

Es comin no obtemer resultados inmediatos al rea
lizar algunas técnicas Histolbgicas ain estando realiza
das al pie ﬁe la letra del manual de técnicas.

Esto es debido principalmente a la.pureza y concentra--
cién de los materiales empleados que muchas veces por -
tener bastante tiempo de almacenado,su efectividad dis-
minuye y por lo tanto los resultados no son los espera-
dos,as{ también los tejidos que teniendo caracteristi—;
cas Histolégicas particulares presentan reacciones dife
rentes tanto en la fijacién como al proceso de tincién,
y esto més un buen manejo de la técnica puede darnos pa

ulatinamente los resultados deseados,

La'primera técnica a estandarizar fué la técnica
de Naoumenko & Feigin para la observacién de fibras Re-
ticulares,que se sugirié originalmente en el tema,y el
primer probleme que se nos presenté fué la falta y el -
alto costo del Cloruro de Ofo,feactivo badsico para ecsta
técnica,por lo que se eligié otra en la cual hubiese en
existencia el material en el Laboratorio de nuestra Fa-
cultad, y se decidié por el método de James, o
Para la preﬁaracién de los reactivos de esta técnica tu
vimos muchos problemaé,ya que los materiales utilizados

como el nitrato de Plata tenfan mucho tiempo de almace-
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- nado y su efectividad se vid disminuida por lo que se
dupliéé la cantidad del reactivo para equilibrar la e-—-
fectividad del mismoj; aparte de que no fué suficiente -
el material existente y tuvimos que conseguirlo en otro
departamento de la Facultad. '

Otro de los problemas se presenté en el momento
de introducir los tejidos en la solucién de Plata Amoni
acal ( esta solucién fue preparada con Nitrato de Plata
en envase de reciente adquisicién ),y permaneciendo en
ella el tiempo indicado en la técnica,los tejidos sé -
desprendian del portaobjetos debido a la gran alcalini-
dad de la solucién de Plata Amoniacal,y para evitar es
to disminuimos tiempos,lograndose los mismos resultados
8010 que después de aproximadamente 10 dias la solucién
comenzé a precipitarse y perdié su efectividad,ain habi
endose almacenédo en frasco color ambar y en la oscuri-
'dad.

Al principio las fibras reticulares aparecian de un co
lor negro y al utilizar la solucién después de varios -
dias,en algunas partes del tejido observabamos fibras y

- en otras no.

_ " La técnica de Verhoeff no presenté grandes pro--
blemas en su preparacidén y desarrollo,en algunos pasos
se experimenté variar los tiempos por cuestion de minu~
tos,en unos aumentandolo y en otros disminuyendolo y -
posteriormente haciendo comparaciones con la técnica -
original y no observamos notables cambios en los resul-

tados.,
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En el método de Azul de Toluidina solo se tuvé -
que aumentar un poco mas de tiempo de lo que sugeria la
técnica. Esto fué porque la tincién era muy tenue y el
contraste no era lo suficientemente claro.

Ademés que la técnica original incluia pases en Hemato-
xilina y Eosina,y se modifico eliminandolos,ya que los

granulos de los mastocitos se coloreaban de rosa a lila
"y el contraste que daba la Eosina era del mismo color y
dificultaba su identificacidén,as{ que con solo el Azul

de Toluiaina en la técnica se obtuvierén mejores resul-
tados,haciendose méds evidente la aparicién e identifica

cién de los " mastocitos " y sus granulos en el tejido.
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C O0ONCILUSTIONTES

Se logré la estandarizacién de las técnicas de

tincién propuestas.

Se consiguieron todos los reactivos necesarios

para la elaboracién de las técnicas de tincidn,

Se incrementé en 165 el nvmero de laminillas -
Utiles para el material didédctico del Laborato

rio de Histologfa.

El personal técnico aumenté sus conocimientos
en la preparacién,uso y manejo de reactivos y

colorantes en el Laboratorio de Histologia.

El alumno tendrd un mejor aprendizaje de la -
Histologia al observar de una forma més précti
ca lés'caracteristicas de los tejidos por me--
dio de las técnicas propuestas en los 1abofatg

rios de ensefianza.



S U M AR I O

- Se estandarizarén las tres técnicas de tin-
cién para lograr una mejor enseﬁanza préctica de la

Histologia,

‘

Las técnicas estandarizadas fuéron :

La técnica de Verhoeff para la observacién
de fibras Eldsticas; Azul de Toluidina para la de--
terminacién de Mastocitos y el Metodo de James que
es especifiéo para fibras Reticulares.

Se elaborarén siete colecciones de laminillas de =
distintos tejidos,ademéds de capacitar al personal -
técnico en cada una de las técnicas histolégicas.

Y se. dejarén soluciones \tiles en el laboratorio pa

ra el desarrollo de estas técnicas.
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