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uando Vanina me dijo que en mi
caracter de Presidenta de la Asocia-
cién era mi deber escribir la editorial
de este numero, senti un profundo pesar. Por
mas que me esfuerzo en leerlos, encuentro a
estos textos aburridos. En los primeros ensayos
para escribir algo, sin saber por dénde empe-
zar, me quedé literalmente dormida varias ve-
ces sobre la hoja.

Entonces, me puse como objetivo no copiar
otros textos similares -no me parece sincero de
mi parte- y después de algunos intentos, final-
mente me propuse escribir lo que siento res-
pecto de este afio de trabajo, con humildad,
honestidad y lealtad a mis ideas.

Quiero destacar de este afio que finaliza los
gestos de compaferismo, de buena onda, de
contenciéon en momentos dificiles, de apoyo,
de solidaridad. Absolutamente toda la gente
con la que trabajé se ha comportado de forma
maravillosa, dando cuenta de un gran corazon.
Me encantaria nombrarlos, pero ya lo saben y
eso basta. Asi, los invito a cada uno de uste-
des a mirar a este afo y pensar que fue lo mas
hermoso que brindd, y abrazarse o sentir este
abrazo por ello.

Soy joven en la préactica profesional. Sin em-
bargo, no puedo dejar de notar la cantidad de
buena gente de la que estamos rodeados, que
con ganas, empuje, voluntad y amor hacen su
trabajo, dando cuenta de un altisimo sentido
de la responsabilidad y llevando adelante su
labor con compafierismo.

Y destaco esto porque creo que nadie puede

desarrollarse en ningln aspecto de la vida si
no fortalece sus valores. Porque suma, porque
te hace crecer, porque aporta un valor agrega-
do a nuestra labor y a nuestra sociedad que lo
vuelve Unico. Estoy convencida de que mejores
personas generan mejores resultados.

No quiero concluir sin agradecer a todos los
socios, colaboradores, colegas internaciona-
les, sponsors y auspiciantes que siempre es-
tan presentes. También especialmente a la co-
mision directiva, con la que conformamos un
grupo que trabajamos para todos, pensando
en el futuro de la SAH, escuchando criticas y
sugerencias, abiertos a comentarios y siempre
con la intencién de brindar lo mejor. Insisto en
agradecer por la colaboracién constante a los
de antafio, a los nuevitos, a los de siempre y a
los futuros integrantes de nuestra SAH, porque
todos los técnicos estan invitados a participary
acompanarnos en este camino.

Porque todo vale, del granito de arena a la
montafa mas alta. Les envio un célido abrazo y
agradezco todos sus esfuerzos.

Deseo que todos ustedes hayan alcanzado
sus objetivos en el 2016 y espero que su lista
de intenciones para el 2017 sea grande, por-
que creo que si trabajan en ellas con esfuerzoy
companerismo jseguro las alcanzaran!

Con las mejores energias, les deseo mucha
prosperidad y amor para todos. Para formalizar
mi despedida, los saludo cordialmente.

Ht. Jesica Gerbasi
Presidente SAH 2016-2018
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Agenda de Actividades

«JUNIO » 6 al 15
Curso de Postgrado “Técnicas inmunohistoquimicas: caracteristicas generales y aplicaciones” organizado por la
Citedra de Histologia de la Facultad de Cs. Veterinarias de la UNR o Casilda  Santa Fe « Argentina

Info: posgrado-vet@fveter.unr.edu.ar

« JUNIO » Fecha a confirmar
Reunién Pre-Jornada Invernal organizada por la Sociedad Argentina de Patologia « Buenos Aires « Argentina
Info: www.ht.org.ar

*« AGOSTO » 8al 12
XXXI Congreso Latinoamericano de Patologia « Cartagena de Indias « Colombia
Info: www.patologia.org.ar

« OCTUBRE» 6y7
XXIII Congreso Argentino de Histotecnologia « Salon DAFNE « Hotel ARISTON e Rosario « Santa Fe « Argentina
Info: www.ht.org.ar

*« OCTUBRE
VI Congreso Internacional de Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica « Lima « Pera
Info: www.histotecnologos.com

« NOVIEMBRE » 2,3y 4
XX Congreso Sociedad Brasilera de Histotecnologia « Belo Horizonte « MG « Brasil
Info: www.sbhistotecnologia.bio.br

« DICIEMBRE
Reunioén de la National Society for Histotechnology « San Juan « Puerto Rico
Info: http://nsh.org/calendar
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Procesamiento Histol4gico para el Control de

Calidad externo del nuevo kit P.A.S. de Biopack®

Autores
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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el propdsito de
determinar si el nuevo kit de coloracién de PA.S.
fabricado por la empresa Biopack, tifie con especi-
ficidad los hidratos de carbono y sus biomoléculas
conjugadas en cortes de muestras incluidas en pa-
rafina. Dos grupos de fragmentos de higado y rifidn
de cerdo y hojas de ombu (Phytolacca dioica, L.)
fueron fijados en formol-PBS y en liquido de Gen-
dre, respectivamente. Se realizaron ademas, exten-
didos de sangre fijados en metanol y de Candida
albicans tomada de cultivo Sabouraud y fijadas en
etanol. Cortes histolégicos fueron coloreados en
paralelo con la técnica de PA.S. Control, cuyos re-
activos fueron preparados en nuestro laboratorio a
partir de sus drogas puras y con el nuevo kit PA.S.
de Biopack®.

Diversos test de especificidad se realizaron para
evaluar la calidad de tincidn en esta primera etapa
del trabajo, los cuales incluyen amilasa salival, ace-
tilacién, saponificacién, con/sin acido peryédico y
con/sin bafio sulfuroso. De acuerdo a los resulta-
dos obtenidos concluimos que el nuevo kit de co-
loracion PA.S. de Biopack®, en comparacién con
el PA.S. Control, colorea con elevada especificidad
las biomoléculas asociadas a carbohidratos tisula-
res. No se encontraron diferencias significativas de
tincién en las secciones histolégicas de muestras fi-
jadas con ambos liquidos fijadores como tampoco
para los distintos test de especificidad realizados.
Asimismo, las coloraciones P.A.S. Control y kit PA.S.
de Biopack® en extendidos de sangre y Candida al-
bicans mostraron iguales resultados de tincion. De
esta manera, el nuevo kit de tincién PA.S. de Bio-
pack® puede emplearse en técnica histoldgica en
muestras procesadas de rutina.

6 « Sociedad Argentina de Histotecnologia

Palabras claves: Acido periddico, Reactivo de Schiff,
Control de Calidad, tincién de PA.S.

INTRODUCCION

En el diagndstico histopatoldgico, la técnica del
Acido Peryddico-Schiff (PAS) sigue siendo un méto-
do de gran utilidad cuando se persigue la tincion
de diversas estructuras tisulares asociadas a carbo-
hidratos y sus biomoléculas conjugadas, tales como
l[dminas basales, células caliciformes, depdsitos de
glucégeno, mucoproteinas de superficie, hongos,
entre otros (1,2). Asimismo, esta técnica tiene apli-
cacién en preparados histoldgicos destinados a la
ensefianza e investigacion de histologia normal, sea
animal o vegetal.

La técnica de PAS se compone de dos reactivos
fundamentales. El primero, una soluciéon acuosa
de acido peryddico al 1%, la cual es muy estable
a temperatura ambiente y, el segundo, por el reac-
tivo de Schiff, formulado con Fucsina bésica y adi-
cionada con metabisulfito de sodio en medio con
4cido clorhidrico para inhibir su grupo cromogéni-
co. El reactivo final es un derivado incoloro o amari-
llo claro (3,4). Desde su introduccién en histologia
para la tincién de ADN, polisacéridos y biomolécu-
las asociadas a carbohidratos (5-7), el reactivo de
Schiff ha sido preparado con diversos protocolos
de elaboracién, los cuales se realizaron para facili-
tar su preparacion o mejorar su calidad de colora-
cion (4,8-11,12), pues se trata de un reactivo muy
inestable y complejo de elaborar.

Por otra parte y desde hace unas pocas décadas,
las Normas de Bioseguridad e Higiene y Seguridad
en el Trabajo, aplicadas a laboratorios de Salud, ale-



jaron al Personal Técnico de tareas relacionadas con
la preparacion de reactivos de trabajo a partir de sus
drogas puras (4,13,14). Se asocian a la aplicacién de
dichas Normas, el control del Estado sobre la com-
pra/venta de sustancias quimicas, varias de las cua-
les se emplean en anatomia patoldgica y, ademas,
la intervencion de la Superintendencia de Riesgos
de Trabajo y las Aseguradoras -ART-, que cubren al
personal técnico en caso de accidente laboral (15).

En este contexto, el avance de la ciencia, la tecno-
logia y las permanentes demandas del medio, con-
dujeron a empresas nacionales e internacionales a
fabricar reactivos de uso rutinario en técnica histo-
|6gica bajo Normas ISO (16,17). De esta manera, se
expenden en el comercio diversos reactivos quimi-
cos y “kits” de coloracién para el procesamiento y
tincion de muestras bioldgicas respectivamente,
con elevada calidad. El nuevo kit PAS de Biopack®
es un ejemplo de ello, ya que su produccién y re-
lanzamiento al mercado presenta ventajas en el cui-
dado de la salud de los operarios técnicos y evita el
consumo innecesario de tiempo.

Durante una donacién de reactivos a nuestro La-
boratorio, Sistemas Analiticos S.A., proveedora de
productos Biopack®, nos comenta sobre la elabo-
racion reciente de un nuevo kit de Tincion PAS de
esta marca, con pronto ingreso al mercado y nos
invita a desarrollar experiencias de laboratorio para
complementar con nuestros resultados al control de
calidad de dicho kit. De esta manera, el propdsito
del presente trabajo fue determinar si el nuevo kit
PAS de Biopack® tifie con especificidad adecuada
carbohidratos y sus conjugados biomoleculares en
cortes de tejido, en comparacién con la técnica de
PAS Control, cuyos reactivos fueron preparados en
nuestro laboratorio a partir de sus drogas puras vy,
ademaés, con lo informado en la literatura.

En la actualidad, se sabe que diversas soluciones
colorantes marca Biopack® se expenden en el mer-
cado desde hace tiempo y sus resultados de tincién
las hacen recomendables (17). Los procedimientos
histolégicos aplicados al control de calidad externo
del nuevo kit de Tincion PAS de Biopack® realizados
en nuestro laboratorio, suma resultados muy satis-
factorios de coloracién y, por tanto, promueve su
incorporacion al expendio comercial.

MATERIALES Y METODO

e Especimenes

Fragmentos de higado y rifiéon de cerdo (5 mm de
didmetro) y secciones foliares de ombU (Phytolacca
dioica L.) se dividieron en dos grupos y fijaron en liqui-
do de Gendre y Formol-PBS respectivamente, durante
48 horas a temperatura ambiente (18). El grupo fijado
en Gendre se lavd en etanol a 70° para eliminar restos
de 4cido picrico, y el segundo en agua comun a co-
rriente continua durante 1 hora. Tras deshidratar, dia-
fanizar e impregnar con parafina, las muestras se inclu-
yeron en un mismo taco, obteniendo de esta manera
dos bloques correspondientes a cada fijador. Cortes
seriados de 5 micras de espesor de cada bloque se
obtuvieron con micrétomo tipo Jung y pegaron en un
mismo portaobjetos nuevo sin adhesivo (asi, los frag-
mentos de cada fijador serian pretratados y colorea-
dos en idénticas condiciones experimentales).

Frotis de sangre obtenida por puncién del pulpejo
del dedo fueron fijados en alcohol metilico durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se realizaron ademas,
extendidos de Candida albicans tomado de cultivo en
medio Sabouraud glucosado (Britania Lab®), adiciona-
do con Actidione al 1%. Luego se fijaron en etanol du-
rante 24 horas también a temperatura ambiente.

* Reactivos

Tincion PAS Control. Siguiendo el protocolo de
elaboracion de los reactivos citados en bibliografia, se
prepararon a partir de sus drogas puras: 1. Acido Per-
yodico (4): al 1% en agua destilada, y 2. Reactivo de
Schiff (8,12): se agregd lentamente 1 gr de Fucsina bé-
sica (Cl 42510) en 200 ml de agua destilada calentada
a ebullicién y agitd hasta enfriar a 50°C. Luego se filtrd y
adiciondé 20 ml de acido clorhidrico 1N. Se dejé enfriar
hasta 25°C y afiadié 1 gr de metabisulfito de sodio. La
solucién permanecio en la oscuridad herméticamente
cerrada durante 24 horas. Posteriormente, se agregd 2
gr de Carbén activado, agité durante 1 minuto vy filtrd.
El Reactivo se guardd en frasco color caramelo a 4°C.
Todas las drogas fueron marca Anedra® proanélisis.

Tratamientos pre- y pos-tincion. Amilasa salival:
obtenida directamente de la cavidad bucal con pi-
peta Pasteur (tras endulzar la boca, se lavd con agua
destilada haciendo buches durante unos segundos y
pipeted saliva del surco gingival, evitando espuma).
Acetilacién: se empled una solucidn recién prepara-
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da de Anhidrido Acético (Anedra®) al 65% en Piridi-
na (Merck®). Saponificacién: se usé una solucién de
hidréoxido de sodio 0.1N (Merck®). Bafho sulfuroso: se
prepard inmediatamente antes de usar, agregando
en 89 ml de agua destilada, 5 ml de &cido clorhidrico
1Ny, luego, 6 ml de metabisulfito de sodio al 10%.

Nuevo kit de coloracién PAS de Biopack. Acido
Peryédico Lote N° 6792015, serie: 40511. Reactivo
de Schiff Lote N° 5572016, serie: 44733.

Tinciéon de Contraste. Hematoxilina de Harris
marca Biopack®.

* Técnicas de Coloracién
Un primer set de cortes se tifid con Hematoxili-

na-Eosina para evaluar la preservacion tisular en
ambos fijadores. Dos set de cortes adyacentes se
colorearon con la Técnica de PAS Control y, en pa-
ralelo, con kit PAS de Biopack, siguiendo el método
de Garcia del Moral (4):

1. Desparafinar e hidratar.

2. Oxidar con écido peryddico durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

3. Lavar con agua destilada, 2 cambios de 5 minutos
cada uno.

4. Colorear con Reactivo de Schiff durante 15 minu-
tos a temperatura ambiente.

5. Aclarar con 3 cambios de Bafio sulfuroso, 2 minu-
tos cada uno.

6. Lavar en agua comun durante 5 minutos.

7. Lavar con agua destilada durante 1 minuto.

8. Contrastar con Hematoxilina de Harris durante 30 seg.
9. Virar en agua corriente durante 5 minutos.

10. Deshidratar, aclarar y montar con Béalsamo de
Canada.

Test de Especificidad, aplicados a cortes de te-
jido (4):

A- Amilasa Salival. Antes de tratar con &cido per-
yodico, los preparados se incubaron a 37°C en cé-
mara humeda con amilasa y lavaron en agua destila-
da. Posteriormente se colorearon con la Técnica de
PAS-H (con contraste de Hematoxilina).

B- Acetilacién. Tras Desparafinar y lavar con etanol
absoluto, las secciones se colocaron en Piridina pura
durante 1 minuto y luego en Solucién de Acetilacién
a 50°C toda la noche. Posteriormente, se lavaron con
Piridina, hidrataron y colorearon con Técnica de PAS-H.

C- Acetilacién sin oxidacién con acido peryddico. Tras
Acetilacidn, las secciones histoldgicas se colorearon solo
con el Reactivo de Schiff y contraste de Hematoxilina.

D- Acetilacién-Saponificacién. Tras Acetilacion, los
cortes se colocaron en Solucidn de Hidréxido de Sodio
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durante 45 minutos a temperatura ambiente, lavaron en
agua destilada y colorearon con Técnica de PAS-H.

E- Sin Oxidacién con Peryddico. Los cortes se colo-
rearon sélo con el Reactivo de Schiff, sin oxidacién pre-
via con Acido Peryddico ni contraste con Hematoxilina.

F- Sin Bafio Sulfuroso. Los cortes se colorearon
con la Técnica de PAS pero evitando el bafio sulfu-
roso pos-tincién con Reactivo de Schiff y contraste
de Hematoxilina.

Los extendidos de sangre y Candida albicans se co-
lorearon con PAS-H, a partir de la oxidacién con &ci-
do peryddico, tras lavar con agua destilada. En todos
los casos se realizaron en paralelo tinciones con PAS
Control. Las fotos fueron realizadas con microscopio
Axioscop de Carl Zeiss en la Catedra de Anatomia Pa-
toldgica, FO - Universidad de Buenos Aires.

RESULTADOS

Los cortes histolégicos coloreados con H-E mostra-
ron muy buena preservacion de todos sus componen-
tes tisulares con ambos liquidos fijadores (Fig. 1a-b).
El liquido de Gendre se recomienda para la preserva-
cién de carbohidratos tisulares (18); los resultados de
tincién con las técnicas de PAS Control y kit PAS de
Biopack, aplicadas a cortes histoldgicos fijados con
aquel liquido, no mostraron diferencias significativas
cuando se compararon con Formol-PBS. De esta ma-
nera, las tinciones fueron satisfactorias en todos los
casos y, por ello, se ilustran los resultados obtenidos
con fijacién formol-PBS, ya que es el fijador de rutina
en histologia animal e histopatologia.

Las muestras tefiidas con la técnica de PAS Control
y kit PAS de Biopack mostraron tincion efectiva de
depdsitos de glucdégeno en higado, como también
ldminas basales y glicocélix en la superficie luminal
de tubulos contorneados en rifién (2a-b y 3a-b). Di-
cho glucégeno fue eliminado tras tratamiento con
amilasa salival y la tincién PAS fue positiva sélo para
ldminas basales, coldgeno y plasmaldgenos (Fig. 4).
Asimismo los depdsitos de almiddn presentes en el
clorénquima foliar de ombu se eliminaron (Fig. 5a-
b), permaneciendo positivos otros carbohidratos
comunes en tejidos vegetales, los cuales no son hi-
drolizados por la accién de la amilasa salival.

La acetilacién introduce aniones acetilos en grupos
oxhidrilos y aminos tisulares; por ello, los cortes histold-
gicos acetilados fueron PAS negativos (Fig. 6a), inclusi-
ve con la técnica de acetilacion-sin oxidacion con acido
peryddico, lo que permitié observar tinciones de fondo
muy claras por reaccién plasmal (Fig. éb). Los cortes tra-



tados con acetilacion previa, recuperaron su PAS posi-
tividad tras saponificacién con soda cdustica diluida, lo

cual confirma nuevamente la presencia de grupos 1-2

glicoles u oxhidrilos-aminos en carbonos vecinos de
carbohidratos solos o sus conjugados tisulares (Fig. 6c).

Las secciones histoldgicas tratadas sin acido per-
yédico no mostraron coloracién de fondo, a excep-
cién de los nucleos celulares que manifestaron una
tincién poco perceptible (Fig. 7), la cual se enmasca-
ra tras contraste con hematoxilina; mientras que los
métodos con bafio sulfuroso y sin éste, no produje-
ron diferencias significativas entre las tinciones de

PAS Control y kit PAS Biopack, ya que tifien los mis-
mos componentes tisulares con intensidad similar.

En referencia a los frotis sanguineos, las glicopro-
teinas presentes en los granulocitos dieron los resul-

tados esperados, ya que se mostraron en color rojo

Fig. 2 Coloracidn de PAS-H Control. b) Corte de Rifidn: flecha:
glicocdlix, cabeza de flecha: ldmina basal. 40X.

magenta, mientras que linfocitos y hematies fueron
negativos (Fig. 8). La Técnica de PAS es muy solicita-
da para la deteccién de agentes micdticos en cor-
tes de tejido; los extendidos realizados de Candida
albicans arrojaron resultados positivos de tincion,
lo cual valida el kit de PAS de Biopack como herra-
mienta Gtil para coloracién de hongos (Fig. 9).

Fig. 2 Coloracidn de PAS-H Control.a) Corte de Higado de cerdo, flecha:
tabique de tejido conectivo, cabeza de flecha: glucégeno en hepatocitos.

T,

o A

Fig. 4 Corte de Higado de cerdo. a) Tratamiento previo con

Amilasa. Flecha: Lamina basal positiva. PAS-H, kit Biopack® 40X.

Fig. 5 Corte de hoja de ombii. a) Tratamiento previo con Amilasa salival, y b) Sin tratamiento con amilasa, obsérvese la presencia
de granulos de almidén. PAS-H, kit Biopack®. 40X.

L]

s
H
-
-

Gb

Fig. 6 Cortes de higado de cerdo. a) Acetilacién: con oxidacion en acido peryddico y reactivo de Schiff de Biopack. b) Acetilacién sin dcido peryddico, con reactivo de Schiff de Biopack.

) Acetilacion-Saponificacion: kit PAS de Biopack®. 40X.
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Fig. 7 Corte de rifién de cerdo tefido con Kit PAS de Biopack® sin
oxidacion con &cido peryddico. Obsérvese la tincion débil de niicleos. 40X.

Fig. 8 Frotis de sangre humana. Cabeza de flecha: Neutrdfilo PAS
positivo, ver in set izquierdo a mayor aumento. Flecha: Linfocito PAS
negativo, verin set derecho a mayoraumento. Nuevo kit PAS Biopack®.40X.

Fig. 9 Extendido de Candida albicans. Kit PAS de Biopack®. 40X.

I

Fig. 10 Secuencia de reacciones en la oxidacion de grupos oxhidrilos en C vecinos.

0 0

/ Intermedianio ciclico

Obsérvese la formacién del “intermediario ciclico” que permite la aparicion de grupos aldehidos tras la ruptura del enlace C-C.

Aldehidos tisulares

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se sabe que el reactivo de Schiff se introdujo en téc-
nica histoldgica a principio del siglo pasado (5). Desde
entonces, comenzd a emplearse con diversos propé-
sitos histolégicos, tanto en diagnéstico histopatoldgi-
co como en la ensefanza e investigacion de la histolo-
gia animal y vegetal (3). Por ello, el reactivo de Schiff,
formulado para la técnica de PAS, sigue siendo una
herramienta de gran aplicacion histotecnoldgica (2,4).
Todo mejoramiento de la técnica de tincidn o elabora-
cién de sus componentes es de real importancia.

La técnica de PAS se fundamenta en la oxidacién
suave que el acido peryddico ejerce sobre los gru-
pos oxhidrilos u oxhidrilos-aminos presentes en
Carbonos vecinos de carbohidratos, originando un
intermediario ciclico inestable que rompe previa-
mente el enlace C-C (Fig. 10) para producir grupos
aldehidos en dichos Carbonos, capaces de reducir
al reactivo de Schiff (19).

En 1933, Bauer empled acido crémico como oxidan-
te de aquellos grupos (6) y més tarde, en 1942, Casella
us6 permanganato de potasio con el mismo fin (20). En
ambos casos, los resultados de tincidn fueron poco re-
producibles, pues esas sustancias son oxidantes fuertes
y muchos de los grupos oxhidrilos se oxidan a grupos
carboxilos, que no reducen el reactivo de Schiff (3). Re-
cién en 1946, McManus aplicé el acido peryddico con
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excelentes resultados de coloracion de mucinas (7),
pues se trata de un oxidante suave ideal para la forma-
cién de grupos aldehidos en cortes de tejido, ademas
su solucién acuosa es estable y simple de preparar (4).

Respecto al reactivo de Schiff, fue inventado en 1866
por Joseph H. Schiff para estudiar propiedades reducto-
ras de compuestos carbonilos y aztcares (21). En 1924,
Feulgen & Rossenbeck lo aplicaron para la coloracién de
ADN (5)y éste es el primer informe sobre su uso en his-
totecnologia. El reactivo de Schiff se compone de fucsi-
na bésica adicionada con &cido clorhidrico y metabisul-
fito de sodio a temperatura escalonada de 50° y 25°C,
respectivamente; obteniendo asi, el derivado &cido
N,N-disulfinico de Schiff incoloro o amarillo claro (3,4).
En la literatura se citan varios protocolos de fabricacion,
los cuales van informando acerca del mejoramiento de
la calidad del reactivo final (4,8-12). Esta solucidon, no
obstante, es muy inestable, de preparacién engorrosa,
su elaboracién consume tiempo y el laboratorio debe
contar con dispositivos e insumos de bioseguridad que
aseguren al operario técnico y medio ambiente (4).

En la actualidad, la legislacién vigente sobre Bio-
seguridad e Higiene y Seguridad en el Trabajo en
los laboratorios de salud, da un marco ley y asegura
las actividades que desarrolla el personal técnico en
referencia a riesgos laborales y accidentes, a través
de la Superintendencia de Riesgos del Trabajo y las
ART (13-15). De esta manera y sumado al control



que lleva a cabo el Estado referente a la adquisicion
de sustancias quimicas peligrosas, empresas nacio-
nales e internacionales asumieron la responsabili-
dad de fabricar reactivos y diversos “kit” de tincién
para cubrir la demanda en el terreno de la histologia
normal y patolégica (16,17).

En este contexto, la empresa Biopack desarrolla
desde hace varios afios esta actividad y, en parti-
cular, el nuevo kit de tincién PAS ha sido reciente-
mente preparado para su relanzamiento al mercado
comercial. Sistemas Analiticos S.A. es proveedora
de productos Biopack y nos sumé para realizar ex-
periencias en nuestro laboratorio y aportar datos
sobre la calidad de la tincién con este nuevo kit. De
esta manera y de acuerdo a los resultados obteni-
dos, observamos que el nuevo kit de tincion PAS de
Biopack® tifie con elevada especificidad polisacari-
dos y mucoproteinas tisulares, tales como glucdge-
no, almiddn y glicoproteinas de ldminas basales y
glicocélix de superficie celulares. La intensidad del
color rojo magenta, caracteristico de la coloracién
PAS, es suficiente para la observacién microscépica
de aquellos componentes tisulares, si bien depen-
diente de su concentracién en el tejido.

Los test de especificidad que realizamos arrojaron
los resultados esperados, tanto en cortes de tejido
animal y vegetal como en extendidos de sangre y
frotis de Candida albicans, los cuales también se va-
lidan desde la bibliografia. En este sentido, la nega-
tivizacién de la tincién PAS tras amilasa salival para
glucdégeno y almiddn o tras acetilacion para grupos
1-2 glicoles u oxhidrilos-aminos vecinos confirma la
calidad del nuevo kit de Biopack®. Méas adn, la re-
cuperacién de la PAS positividad por saponificacion
de los componentes tisulares previamente acetila-
dos, vuelve a resultar con calidad la tincién de aque-
llos grupos.

Por otro lado, las tinciones inespecificas obser-
vadas en los preparados histolégicos, tanto con el
nuevo kit PAS de Biopack® como con PAS Control
fueron los esperados, segun la bibliografia. Al res-
pecto, se sabe que la reaccion Plasmal da una tin-
cion rosada de fondo que entorpece la coloracién
del preparado histolégico cuando se persigue la
tincién especifica de carbohidratos y sus conju-
gados (11). En esta reaccién participan los plas-
malégenos de membranas celulares, especial-
mente musculares y nerviosas, conocidos como
glicerofosfolipidos, donde en C1 del glicerol se
establece un enlace tipo éter a un aldehido gra-
so de cadena larga como el palmital o cualquier

otro aldehido derivado de &cido graso (22). Esta
coloracién de fondo no fue perceptible en cortes
de hoja de ombdu. Una reaccién aldehidica directa
con el reactivo de Schiff se produce en las fibras
elasticas, lo cual se asocia con la presencia de
grupos lisinal durante el entrecruzamiento de la
elastina en maduracion (3), tal como observamos
en nuestros experimentos (datos no mostrados).
Asimismo, una tincidn nuclear de fondo se obser-
vé cuando se evitd la oxidacién con acido peryo-
dico; esta coloracidn se enmascara tras realizar el
contraste correspondiente con hematoxilina. No
obstante, esto Ultimo y la aplicacién de técnicas
de bloqueo de aldehidos tisulares serdn temas de
nuestro préximo trabajo.

En 1964, Curran, informé que las fibras colagenas
también son PAS positivas (23), lo cual evidenciamos
con ambas técnicas PAS ensayadas aqui (Fig. 4). Al
respecto, se sabe que estas fibras se componen de
aminoacidos que incluyen glicinay prolinay muchos
de este Ultimo estan hidroxilados (4-hidroxiprolina).
También se encuentran restos de 5-hidroxilisina. Es-
tos dos hidroxiderivados, raros en otras proteinas,
representan juntos el 25% del total de restos ami-
noécidos del coldgeno (22). El 5-hidroxilisina pre-
senta grupos oxhidrilos-aminos en carbonos veci-
nos y podrian originar potenciales sitios “target” de
la tincidn PAS solos o tras la fijacidn con formol por
introduccién de puentes metilenos (18,24).

Teniendo en cuenta todos estos hallazgos, con-
cluimos que el nuevo kit de tincién PAS de Biopack®
produce tinciones especificas de carbohidratos y
sus biomoléculas conjugadas en muestras fijadas e
incluidas rutinariamente; mientras que las tinciones
inespecificas observadas también son las espera-
das, de acuerdo a los ensayos que hemos realizado
y segun la bibliografia, la cual actia como marco
cientifico que sustenta todo experimento y valida
los resultados encontrados.

Tales hallazgos, por tanto, promueven la incor-
poracidn del nuevo kit PAS al mercado comercial,
ya que ademaés de los resultados satisfactorios de
coloracién obtenidos, su produccién aventaja tanto
en tiempo como en el cuidado de la salud de los
operarios técnicos y medio ambiente.

El presente trabajo significa al mismo tiempo que
un control de calidad externo de dicho kit, una bre-
ve contribucién teédrico-histérica de la Coloracién
de PAS,, la cual lleva 70 afios de aplicacién en his-
totecnologia. Seguimos trabajando...
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En nuestras pruebas de controd de calidad,

fanto en su  aplicacion  con  proceso
automatizado como  manual, BioClear
demostré ser lotalmente miscible con la

parafina, obteniéndose tacos blandos para
inclusion v corte. Sin senales de desecacion o
extrema deshidratacion del tejido.

En la stapa de aclaramiento y montaje de
preparades, BioClear demosird una total
compatibilidad con el Balsamo Sinfético de
Canada Es también necesano que sean dos
pasajes o cambios de BioClear y dejar al
menos repasar 10 minutos los preparados en
BioClear previo a ser montados.

Otra alto valor del BioClear es que al igual que
sus anteriores versiones no necesila de
inscripcion y/o control por la Se.Dro_Mar,
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Su aplicacidn en la etapa de coloracion,
desparafina perfectamente los preparados
realizando dos pasajes o cambios de BioClear
de 20 minutos cada uno. Cabe aclarar que no
se debe descuidar un estricto paso de los
preparados por la estufa de secado (entre
6:3/68 C) posterior al corte, de por lo menas 40
minutos

BioClear comparte las mas precladas
aptitudes que el Xjleno nos ha dade en las
mesadas de hislologia desde siempre, pero
* con mejoras sustanciales comparadas a las
anteriores versionges.

Con BioClear los preparados se pueden montar
aplicando las “técnicas manuales habituales”,
que son tan variadas, personales v creativas en
la comunidad profesional de Técnicos de
Histologia.
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Solucién colorante Lista Para Usar -
ﬁT' Ready To Use.

Aplicable en cortes histolégicos o en
frotis de sangre y médula 6sea.

Destinada para a la tincion de
histiocitos, mucopolisacaridos, hongos
y membranas basales.

Tincién intensa y definida de color rojo
purpura.
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Gabinete con puerta y cerradura para
la clasificacion y conservacion
de portaobjetos. 01

fincha Largo  Alto
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03 cabe dentro de los cojones 150 poreackioren

SISTEMA COMPONIBLE
Y APILAELE

MODULO

I| SEPARADOR CON RESORTE

(para secado de preparados)

Puede alojarse dentro

de los cajones

PARA LA CLASIFICACION

Y CONSERVACION DE
DIAPOSITIVAS, CASETES,
ANILLOS ¥ PORTAOBJETOS.

Consiste en diferentes unidades
modulares, que pueden
combinarse segan necesidades.

® Construides en chapa de acero,
pintura horneada color a eleccign.

® Cajones deslizables sobre guias
maetilicas, con tirador y tarjetero,

confort

EQUIPAMIENTO PARA EMPRESAS

Modulo TﬂpE [itil para todos los madulos)

Articulo Dimensiones [mm]
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Modulo para Diapositivas
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Modulo para Portaobjetos
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Modulo separador con resorte %
Articulo Dimensiones [mm) Capacidad /
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La educacién continua y la capacitacion
en terreno, en el drea de la Histotecnologia

Dra. Maria T. Garcia de D4vila
Presidente Sociedad Argentina de Patologia
Doctora en Medicina * gdedavila@gmail.com

Es conocida la necesidad de recursos humanos en
las areas técnicas en los laboratorios de Patologia
(Anatomia Patoldgica)y es considerado como un re-
curso critico en la calidad del material o producto
final en Patologia.

Los Histotecndlogos alin no cuentan con matricula
de ejercicio profesional, por falta de visualizacién de
su actividad, y esto es y ha sido una gran dificultad.
Se ha realizado y presentado al Ministerio de Salud
el perfil de histotécnicos donde responsablemente
los Patélogos y los Histotecndlogos por medio de
las respectivas Sociedades Cientificas han presenta-
do los programas y requisitos necesarios para obte-
ner este tan ansiado reconocimiento por las autori-

dades de Salud.

De mas esté decir, lo importante e imprescindible
para nuestros laboratorios es contar con histotec-
nélogos con buena formacién académica y préctica
porque son los responsables del procesamiento y
elaboracién del producto final de material humano
(tejidos, células, etc.) para su evaluacién diagndstica.

Este producto final esta representado por los prepa-
rados histolégicos, desde su forma mas sencilla tefi-
dos con hematoxilina-eosina hasta las preparaciones
de mayor complejidad como lo es la inmunohistoqui-
mica o las técnicas moleculares para diagnéstico (Ish,
Fish, etc.), de compleja construccién y mediante una
serie de pasos que en conjunto se conoce como pro-
ceso o ciclo de produccién histoldgica.

Estos conocimientos se adquieren en la Universi-
dad, en las diversas Escuelas de Histotecnologia y
en los laboratorios de patologia, con horas tedricas
y préacticas y que al finalizar la carrera los técnicos
estan listos para ingresar al circuito laboral.

La formacidn deberd sumar al dominio de la tecno-
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logia bésica, la capacitacion en otras areas como el
manejo de procesadores automaticos, micrétomos
semiautomaticos, técnicas moleculares, gerencia-
miento de comprasy supervision de estandares, etc.

Para ello, es de suma importancia que los Servicios
de Patologiay las autoridades de Salud comprendan
la necesidad de desarrollar Programas de Capacita-
cién en Terreno donde el docente mediante clases
tedricas presente nuevas metodologia o técnicas de
tincién y luego con los aprendices y asistentes desa-
rrolle la practica en la mesada del laboratorio local,
entendida como todo el &mbito de trabajo.

Las rotaciones o asistencia a practicas en laborato-
rios de mayor complejidad son también herramien-
tas que confieren no solo experiencia sino la posibi-
lidad de transferir los conocimientos y habilidades
a sus lugares de trabajo con un efecto multiplicador
en el érea de la especialidad.

El desarrollo de cursos a distancia de diferentes ni-
veles de complejidad (técnicas, equipos, manuales
operativos, gestion de insumos, etc.) con participa-
cién de diferentes profesionales enriquece e incre-
menta los conocimientos en un drea que ya excede
el concepto de trabajo artesanal.

Continuemos trabajando juntos como ejemplo de
actividad ensamblada en la mejora de la calidad y
para beneficio del paciente.



El mas completo centro
de abastecimiento para
su laboratorio de Anatomia

Patoldgica.
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Descartables pldsticos para histologia

> (assettes de procesamiento

> Anillos de inclusion

> Baterfas de coloracion

> (ajas pldsticas para transporte y
archivo

> Pipetas, tips, microtubos, etc.
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::} patho-glass

> Portaobjetos frosted end, pulidos
¥ naturales

> (ubreobjetos todas las medidas
> Portaobjetos con CARGA POSITIVA
> Portaobjetos SILANIZADOS
Excelente relacion precio-calidad.

Todos los productos vienen envasados
al vacio para su preservacion.

PATHO CUTTER
ERMA MICROTOME BLADES

Representantes exclusivos de la linea de
navajas descartables para micrétomo
Patho Cutter, de Erma Inc.

Navajas japonesas de excelente calidad,
durabilidad y filo de alta precision,
ofrece 2 alternativas segun las
caracteristicas del tejido.

El recubrimiento especial de su filo
garantiza un corte fluido y
de altisima precisién
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HISTOTECNOLOGIA:

El mejor control de calidad

HT. José Luis Alles Urizar

Profesor de Histoquimica e Histotecnologfa III. Universidad Arturo Michelena. Venezuela

Presidente del Colegio de Histotecnélogos de Venezuela.

En la histotecnologia moderna tenemos muchos
controles de calidad para asegurarnos que nuestro
trabajo y desempefio profesional sea eficiente. Es-
tos pasan desde los més sencillos, como las ld&minas
de control, hasta los més complejos como la obser-
vancia de pardmetros de calidad conocidos como
“calidad total o certificaciones de calidad”

Pero, a través de los afios, me he convencido, que
independientemente de esos controles, el recurso
mas valioso de un laboratorio es el ser humano. El
histotecnélogo.

Conozco de laboratorios de histotecnologia con
equipos de Ultima generacion y con certificacion de
calidad oficial, pero que su trabajo final (una ld&mina
o preparado histolégico) es de baja calidad, pobre
e incompleto. Asi como también conozco de labora-
torios muy modestos (que llamamos injusta y peyo-
rativamente “de provincia”) con un alto desempefio
en calidad histoldgica y de preparados histoldgicos
con una alta calidad microscépica. La diferencia en-
tre uno y otro laboratorio, no la marcan los equipos
o los suministros, reactivos e insumos: la diferencia
esta en el ser humano. En el personal que labora en
estos laboratorios. La diferencia estd en la mistica de
trabajo, el empefio en hacer nuestro trabajo bien y
con excelencia profesional.

En Anatomia patoldgica escuchamos hablar, a ve-
ces, de “diagnésticos errados”. Yo, particularmente,
no creo en esa frase, ni la justifico. Sacando de la
ecuacién al Médico Patélogo quien sin duda puede
equivocarse eventualmente, porque es un ser hu-
mano, yo en lo que creo es en “"diagndsticos incom-
pletos” mas que en diagndsticos errados, esto a ve-
ces, por culpa de un histotecnélogo mal capacitado,
con poco interés en su trabajo final, desmotivado.

Mal procesamiento, peores inclusiones, malos cortes,
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y coloraciones que inducen al mareo y la hipotensién.

Y es porque el éxito o fracaso de ese laboratorio
estd centrado, repito, en el ser humano que alli tra-
baja, en el que gerencia sus recursos, en el que sabe
de la importancia de su labor, en aquel que se con-
centra en poner lo mejor de si para que indepen-
dientemente de la finalidad de ese laboratorio de
histotecnologia (diagnéstico, investigacion, docen-
cia, etc.) las ldminas o preparados histoldgicos, de
rutina, histoquimica, inmunohistoquimica, etc. sean
impecables histolégicamente y macroscépicamen-
te (la presentacidn visual de la ldmina) hablando.

Por eso, siempre insisto en la necesidad de la capa-
citacién del histotecndlogo, no sélo en areas estric-
tamente técnicas, que sin duda lo hard mejor profe-
sional, sino en conocer de las implicaciones de su
trabajo en un diagndstico, o en la elaboracién de un
reporte de investigacion.

La capacitacién del histotecnélogo sin mistica de
trabajo es un grave problema que enfrentan los
laboratorios hoy en dia. Tenemos en la actualidad,
en Venezuela, muy altas capacitaciones técnicas
en nuestra disciplina. Los histotecndlogos de este
siglo ya egresan con un titulo de Licenciados en
Histotecnologia o su salida intermedia de Técnicos
Superiores Universitarios en Histotecnologia. Eso
es un avance, sin dudas. Pero los titulos y los gra-
dos, lamentablemente, no hacen necesariamente
buenos profesionales. No hay garantia alguna. Los
laboratorios que han contratado estos profesiona-
les pensando que el rendimiento y la calidad histo-
l6gica iban a mejorar en muchos casos se equivo-
caron. Todo depende de esa combinacidn, casi un
equilibrio perfecto, entre buenos conocimientos,
habilidades, destrezas y mistica de trabajo. Muchos
de los graduados en las universidades poseen, a pe-
sar de su falta de experiencia que es algo légico de



entender, mistica de trabajo, porque conocen de la
importancia del mismo. Y es algo que celebramos,
pero un titulo universitario no garantiza calidad en
la mayoria de los casos.

También, en este orden de ideas, he podido ver
como un histotecnélogo “de la vieja guardia”, aque-
llos que se formaron dentro de Hospitales o Clinicas
de la mano de otros técnicos, pueden seguir siendo
superiores que aquellos graduados universitarios
de hoy en dia. Y no es porque los primeros tengan
"mucha experiencia” o "ya son viejos y se lo conocen
todo”. Son mejores porque tienen mistica y compro-
miso con su trabajo. Porque los buenos laboratorios
se diferencian de los malos por personal como ellos.

A veces confundimos los afios (la edad cronoldgi-
ca) con experiencia. Aquello de que “sabe mucho
porque lleva 25 afios en el Hospital”. Nada mas falso.
Conozco colegas que tienen esos afios de servicio y
mas. Pero siguen trabajando sin mistica, ni amor por
su trabajo, lo cual me hace concluir que contraria-
mente a lo que se puede pensar en realidad: tienen
25 afos haciendo las cosas mal. Por eso, ese labo-
ratorio, tiene la misma cantidad de tiempo dando
diagnésticos incompletos o entregando trabajos de
investigacion inconclusos. Porque el laboratorio es
como es su personal. El ser humano lo es todo. El

histotecnélogo lo es todo.

Y bésicamente, el histotecndlogo debe ser limpio,
ordenado, organizado y metddico. Con ganas de
aprender para dar lo mejor de si, como persona y
profesional. Aportar conocimientos, alto desempe-
fio y corazdn a su trabajo del dia a dia.

;Cémo combinar una buena formacién académica
mas la post-formacién en cursos, seminarios o talle-
res, que la edad cronoldgica acomparfie a la edad
profesional en positivo, ganando experiencia, no
solo afios, desarrollando un alto desempefio pro-
fesional, sumando mistica de trabajo y entrega con
pasion, con ganas de siempre hacer bien nuestro
trabajo en el laboratorio?

No es dificil de hacer. Cuando conocemos el pro-
posito y finalidad de nuestro trabajo.

iEquipos de ultima generaciéon en el laboratorio?
Si. Que bueno. Muchas gracias. Pero no lo cambio
por aquello que determina el éxito del laboratorio.
Un histotecnélogo comprometido con su labor. En-
caminado hacia la excelencia. Primero, internaliza-
da. Luego expresada en la calidad de su trabajo. Ese
es nuestro mejor control de calidad. Un ser humano
consciente y proactivo.
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#P HistoDecal®
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¢ HISTODECAL*®

Esta es una solucion decalcificante para todo tipo de tejidos
0seos o calcificados, de uso general. Logra una optima
presanvacion celular y nuclear indispensable para el futuro
diagndstico.

4 HISTODECAL® EXTRA

Decalcificante  universal de rutina, para tejidos que
requieran tecnicas de inmunomarcacion, como la
puncion/biopsia de medula dsea o estudios de mayor
complejidad como los moleculares (FISH, CISH o SIH).

4 HISTODECAL®" FIX

Esta es una solucion decalcificante v fijadora para tejidos
Gseos, principalmente piezas 6seas completas o parciales.
El material dseo fresco se coloca directamente en esta
solucion permitiendo  su  fijacion y decalcificacion

simultaneamente.
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Dentro de la variedad de tipos de tejido que se procesan
de rutina en histologia y en anatomia patolégica se
encuentra el proceso de muestras de tejido 6seo y de ofros
tejidos duros o calcificados.

Estos requieren de una decalcificacion previa, para poder
realizase su correspondiente preparacion histologica.

¢ HISTODECAL® NITRIC

Esta es una clasica solucion decalcificante recomendada
para un primer pasc de decalcificacion de piezas oseas
completas o semicompletas para luego fragmentar en
piezas o tacos de menor tamano.

4 HISTODECAL® SURFACE

En ocasiones es necesario realizar una decalcilicacion de
superficie simultaneamente al momento de realizar el corte
histolégico. Esta solucion se aplica directamente sobre la
superficie del bloque de parafina que contiens la muestra
de tejido ya procesada y lista para cortar en el microtomo.

¢ HISTODECAL® RAPID

Esta solucion se caracteriza por su rapida accion en
decalcificacion de piezas 6seas completas o parciales.
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