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La “Revista de la Sociedad Argentina de Histotecnologia” publica
articulos originales, revisiones, comunicaciones cortas rela-
cionadas principalmente con los nuevos avances del campo

de la histotecnologia. Serdan muy bien recibidos los ma-
nuscritos que traten sobre nuevas técnicas o modifica-
ciones 0 mejoras de técnicas histoldgicas. También se
incluiran temas de anatomia e histologia de los tejidos y
érganos y topicos relacionados con la biologia celular y
molecular. En todos los trabajos se hara hincapié en los
detalles de los procedimientos histotecnolégicos. Uno de
nuestros objetivos es la continua formacion del histotec-
nélogo por lo tanto también serdn aceptados para publica-
cién articulos relacionados con la educacidn e historia.
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Desde el 2012 tomamos el desafio de formar
parte de la Comisién Directiva de la Sociedad.
Esta es nuestra segunda administracién, con
una comision casi nueva en su totalidad, con
poca experiencia pero con muchas ganas de
poder hacer cosas nuevas.

Pasados ya 3 afos, podriamos decir que con-
cretamos muchos de nuestros objetivos, lo-
gramos incorporar nuevos socios y recuperar
aquellos que estaban un poco alejados.

En el 2013 se concretd el XXI Congreso Argenti-
no de Histotecnologia con sede en la cuidad de
Rosario. Fue un evento con muy buena asisten-
cia desde otras provincias y para nuestra sor-
presa, también de otros paises como Venezue-
la, Chile y Brasil.

En el 2014 organizamos conjuntamente con la
Catedra de Patologia de la Facultad de Cien-
cias Médicas de la Universidad Nacional de
Rosario, 6 seminarios tedricos- practicos a los
cuales asistieron histotecnédlogos y alumnos
de Rosario, Cérdoba, Entre Rios, Formosa y
Buenos Aires.

Estamos trabajando junto al Ministerio de Salud
de la Nacién, el Instituto Nacional del Cancer, la
Sociedad Argentina de Patologia y la Sociedad

Argentina de Citologia en el documento de tra-

bajo para la redaccién de normativas de calidad

para los servicios de patologia.

Se imponen muchos agradecimientos:

- a Norma Pozzo por estar incondicionalmente
siempre que la necesitamos,

- a Graciela Descalzo y Laura Pini por su gran co-
laboracién en la organizacién de los seminarios,
- al Instituto Superior de Tecnologia Médica
(ISTM) por brindarnos sus instalaciones siem-
pre que lo requerimos,

- a todos nuestros socios que confiaron en no-
sotros y participaron de las actividades que rea-
lizamos.

En el 2016 finalizaremos nuestro periodo, pero
antes tendremos el XXII Congreso Argentino
de Histotecnologia, nuevamente con sede en la
ciudad de Rosario, en el cual esperamos contar
con la presencia de todos ustedes.

Como siempre, estamos abiertos a sugeren-
cias, inquietudes y todo aporte que nos pueda
ayudar a seguir haciendo las cosas un poquito
mejor para todos. Esperamos seguir cumplien-
do con todas sus expectativas dia a dia.

Saludos cordiales,
CD 2014-2016
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4 Estimados colegas,
TESO RERIA les recordamos que la cuota
anual es-de-$350.-

FORMAS DE PAGO:

* En BANCO FRANCES, depésito en terminales

Depésito a cuenta de terceros Cta. Cte. N° 327/0301838/7 PA RA

* TRANSFERENCIA BANCARIA Cuenta Corriente N° 327-20-301898 7 00
CBU: 01703274 20000030189876 CUIT: 30-68250030-8

Remisién de articulos
Si usted tiene cuotas atrasadas, contactese con soc_argentina_histotecnologia@hotmail.com|| Para la Revista.
Notifique su pago via mail indicando los datos que figuran en el ticket
(N° de transaccidn, importe, sucursal) y no olvide incluir sus datos personales. De no recibir
la informacioén, no se dara por sentado el pago efectuado ni se enviaran recibos de pago.

ESTADO Dt CUENTA

ESTADO DE SITUACION PATRIMONIAL AL 31 DE DICIEMBRE DE 2013 Y 2012

RECURSOS ORDINARIOS (En pesos)

DETALLE PARA FINES PARA FINES DIVERSOS TOTALES
GENERALES ESPECIFICOS

Ingresos cuotas asociados 15.150,00 - - 15.150,00

Ingresos material de difusion - 13.400,00 - 13.400,00

Ingresos cursos y congresos - 53.950,00 - 53.950,00

Ingresos bonos contribucién - - - -
Ingresos varios - - - -

Total al 31/12/2013 15.150,00 67.350,00 - 82.500.,00

Total al 31/12/2012 14.199,00 8.800,00 - 22.999,00

Las notas que se acompafian forman parte integrante de este estado. Firmado a efectos de su identificacion con mi informe del 15 de abril de 2014.

GASTOS GENERALES DE ADMINISTRACION (En pesos)

DETALLE 2013 2012

Honorarios Adminitrativos, Contables, Profesionales y otros 4.900,00 3.440,00

Gastos varios para cursos y congresos 48.581,38 1.600,00

Fotocopias, Utiles y Libreria 751.87 2.266,37

Sellados y Legalizaciones 1.696.,40 200,00

Gastos Bancarios 2.697.40 2.573,51

Amortizaciones 2.606,74 2.781,18

Imprenta, Papeleria, Publicaciones y Material de Difusién 5.973,19 5.732,31

Viaticos y Movilidad 16.764,47 1.450,91

Franqueo y enomiendas 297,00 1.169,50 ) . , .
Gastos computadoras - - Las instrucciones estan dis-
Abonos por servicios - - .

Gastos generales 454,00 895,00 ponlbles en www. ht.org.ar/
Mantenimiento y equipamiento - - publicaciones

Gastos generales de Administracién - -
Gastos Especificos de sectores - -

Teléfono 1.006,56 856,86
Impuesto a las Ganacias - 232,11
Multas e Intereses - 437,14
TOTAL 85.729,01 23.634,89
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de Ciencias Velennarias,
Universidad lNacional de
Rosario.

?Instituto de Histopa-
lologia. [Montevideo
1788, Rosano. En el ario
2013 se desemperio
como lecnica en el
Laboraiono de Histologia
e Inmunohistoquimica,
Faculiad de Cienclas
Vetennanas, Universidad
lNacional de Rosaro.

9 Cdtedra de Histologia
'y Embnologia Basica

/ Centro de Investiga-
ciones en Piscicultura
Expenimenial, Faculiad
de Ciencias Velennanas,
Universidad lNacional

de Rosaro. Bv. Ovidio
Lagos y Ruta 33 (2170)
Casilda, Sania Fe.
“Consgo lNacional de In-
vestigaciones Cientificas
Y Tecnicas (CONICET),
Conespondencia a:

M. F. Piovesana
piove_13@hotmailcom

Diafanizacion:

En este articulo técnico describimos los resultados
de nuestra experiencia en el desarrollo y optimizacion de la
técnica de diafanizacion seguida de coloracion diferencial de
cartilago y hueso en ejemplares de peces autdctonos. Debido a
que no se requieren equipamientos complejos, la técnica puede
ser desarrollada en cualquier laboratorio de Histologia o Em-
briologia. Es de gran aplicacidn para el estudio del desarrollo
esquelético en embriones o neonatos de cualquier especie ani-
mal, representando ademas una técnica que complementa la
formacion de los histotecndlogos ampliando su campo laboral.

Latécnica de diafanizacion de organismos vivos
fijados consiste en la transparentizacion de los mismos para
permitir observar estructuras internas. Fue descrita hace mas
de un siglo por Mall en embriones humanos como una técnica
alternativa para el estudio de los centros de osificacion (Mall,
1902). Posteriormente, en investigaciones sobre el desarrollo de
miembros toracicos y pelvianos de ratas albinas, Dawson intro-
duce el empleo del rojo alizarin para colorear selectivamente
el tejido dseo (Dawson, 1926). En 1985, Taylor y Van Dyke des-
criben en peces un protocolo optimizado para la doble tincion
simultanea del tejido cartilaginoso con azul Alcian y del tejido
oseo con rojo alizarin (Taylor y Van Dyke, 1985). Los resultados
obtenidos mediante esta técnica pueden observarse en la foto
de portada de esta revista, asi como en las figuras 3b a 3d.

La diafanizacién, junto con la tincidn de azul Alcian y rojo aliza-
rin, son muy tiles para la observacién del esqueleto cartilagi-
noso y 6seo en los peces teledsteos en las semanas posteriores
ala eclosidn que estan desarrollando su estructura dsea, ya que
a esta edad no pueden emplearse otras técnicas como la ra-
diografia debido al pequefio tamafio de los ejemplares y la nula
0 escasa mineralizacion del tejido dseo (Boglione y col, 2013).

En el Centro de Investigaciones en Piscicultura Experimental
estamos validando tecnologias para el cultivo de especies de
peces autdctonas, entre ellas la triploidizacion de ejemplares de
bagre sudamericano (Rhamdia quelen). En estudios recientes,
determinamos que las larvas triploides obtenidas por chogues
térmicos de agua fria presentaron alta incidencia de malfor-
maciones (Alaniz y col., 2013). Por ello, actualmente estamos
empleando la técnica de diafanizacion para determinar que
eventos generan estas alteraciones en la estructura oseocar-
tilaginosa. Ademas, la utilizamos en nuestro laboratorio para
evaluar la incidencia de malformaciones dseas en la columna
vertebral y complejo caudal de pejerreyes sometidos a condi-
ciones de larvicultura intensiva.

Brevemente, la técnica consiste en tefiir los ejemplares de lar-
vas 0 alevines con una solucion acida de azul Alcian, siendo
seguidamente neutralizados en etanol absoluto. Posteriormente
se transparentizan macerandolos en soluciones de hidréxido
de potasio (K(OH)) a distintas concentraciones. Una vez trans-
parentes los peces son teflidos con una solucion alcalina de
rojo alizarin y sumergidos en solucion de Mall para finalizar la
diafanizacion. Previo a su almacenamiento en glicerina pura,
se los transfiere por soluciones de concentracidn creciente de
glicerina en K(OH).

El azul Alcian es
un colorante cationico sintético derivado de la ftalocianina caracte-
rizado por poseer hasta cuatro grupos tetrametilisotiouronio, cada
uno ubicado en cada anillo benzoico de la molécula de ftalociani-
na de cobre (Figura 1). Estos grupos tetrametilisotiouronio son los
responsables de las cargas positivas del colorante que determinan
una elevada afinidad por moléculas polianidnicas como los gluco-
saminoglucanos sulfatados y carhoxilados presentes en la matriz
del tejido cartilaginoso (Scott y col,, 1964).
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ARRIBA: Figura 1.
Formula estructural del
azul Alcian. En negnita
se indican las cargas
posiitvas de los daiormos
de N en los grupos
letrametiisotiouronio,
responsables de la
inleraccion electrostatica
de este colorante con
los polianiones.

El rojo alizarin es un colorante sintético, soluble en agua, deri-
vado de la antroquinona y comercializado en forma de sales de
alizarin sutfonato de sodio (Figura 2a). Una de las posibles hipé-
tesis sobre la unidn entre el calcio de los huesos y el colorante
postula que la fijacion especifica del rojo alizarin al calcio se
produce por quelacion de una molécula de calcio mediante dos
moléculas de rojo alizarin (Kiernan, 1990). Esto ocurriria porque
las moléculas de oxigeno presentes en los grupes quinona y
fenol del colorante (Figura 2a) se comportan como dadores de
electrones y establecen con el calcio dos anillos estables (Figu-
ra 2b). Este mecanismo de quelacién podria ocurrir con otros
cationes divalentes como el magnesio o el hierro pero debido
a la haja concentracion de los mismos en comparacion con los
iones de calcio en hueso no interferirian en la especificidad de
a reaccidn.

+
o N(CH;),

C—S—C
H, ™ N(CHs),
N(CH,)
Z 3)2
c—-s—c?
H, ™ N(CH,),

ABAJO: Figura 2. a Formula estruciural del
rgjo dlizann En negrita se indican los alormos
de oxigeno de los grupos quinona (anillo
central) y fenol (anillo derecho) que partici-
pan en la reaccion de quelacion del calcio
represeniada en la reaccion de la figura 2b.
Tambien se muestra en negria el grupo
sulfonato. b. Reaccion de quelacion propuesia
por Kieman (1990) en las que dos moléculas
de rgjo alizann se unen a un alomo de calcio
liberando dos protones.

0 0
sgoaos oW
o OH OH OH
H
(0] . 0 OH 0\ / "
Ca + Ca + 2H
80° Ne* 0O OH d o
O COCr oL
sSO? SO
(a) 0 0 (b)

Lievremont y col. (1982) plantean una hipétesis alternativa de la
unin entre el calcio y el colorante ya que determinaron /7 witro
que el mayor nivel de complejos ion-colorante precipitados se
obtenia con una relacidn entre estos de 1:1, es decir que a cada
molécula de calcio se le une una molécula de rojo alizarin.

Por ello, estos autores sugieren que la unién con el calcio se produ-
ce através del residuo hidroxilo del grupo fenol y el grupo sutfonato

de la molécula de colorante (Figura 2a) (Lievremont y col., 1982).

La reaccion dptima de union del rojo alizarin con el calcio se
produce en un rango de pH de 4 a 8 (Lievremont y col., 1982).
Por ello, teniendo en cuenta que el calcio de los huesos se so-
lubiliza a pH acido (que puede producir una pérdida de este ion
en los huesos), resulta conveniente preparar la solucién de rojo
alizarin a un pH alcalino para evitar la descalcificacion en las
estructuras dseas.

1
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Para la realizacion de la presente técnica se requiere un mi-
croscopio estereoscdpico, cassettes de biopsias y microbiop-
sias, viales de plastico, pipetas Pasteur, frascos de hoca ancha
con tapa, hojas de histuri, material de lahoratorio para prepara-
cion de distintas soluciones y guantes de latex. Entre los reac-
tivos y colorantes son necesarios: etanol absoluto, hidréxido
de potasio, glicerina, cido acético, azul Alcian, rojo alizarin y
peroxido de hidrageno.

A. Solucion acida de azul Alcian

Etanol 96° 80 ml
Acido acético 20 ml
Azul Alcian 15my

Se conserva a 4° C hasta por 3 meses.

B. Hidréxido de potasio

Se deben preparar soluciones a diferentes concentraciones (5%,
3% 1%y 0.5%).

Por ser el K(OH) un sélido higroscdpico recordar que se debe
tapar bien.

C. Solucién de rojo alizarin

Inicialmente se debe preparar una solucidn de stock (SSRA), de
acuerdo a lo siguiente:

Rojo alizarin 1g
K(OH) 0.5% 100 ml
Se filtra antes de conservar.

Luego debemos preparar la solucidn de trabajo de rojo alizarin,
la cual se obtiene con:

SSRA 2ml
K(OH) 1% 100 ml
D. Solucién de Mall

Agua destilada 79 ml
Glicerina 20 ml
K(OH) g
H?0? 50 pl

Esta solucién de Mall se encuentra al 1%. También puede prepa-
rarse al 3% agregando 2 g mas de K(OH) a la solucion, es decir
en total 3 g.

E. Glicerina / K(OH)

Se deben preparar tres soluciones de concentracidn creciente
de glicerina en K(OH) 0,57%. Las proporciones son las siguientes:
*13 (25 ml de glicerina + 75 ml de K(OH) 0,57%)

o1 (50 ml de glicerina + 50 ml de K(OH) 0,57%)

° 31 (75 ml de glicerina + 25 ml de K(OH) 0,57%)

A continuacidn se describe la técnica para la transparentizacion
de larvas de peces y la coloracidn del cartilago mediante la uti-

lizacion de azul Alcian y del hueso por rojo alizarin, siguiendo
la técnica de Taylor y Van Dyke (1985), introduciendo algunas
mejoras publicadas por Gavaia y col. (1999) e indicando algunas
sugerencias de acuerdo a nuestra experiencia. Las larvas y ale-
vines de pejerrey y bagre sudamericano que rutinariamente se
procesan para esta técnica en nuestro laboratorio miden entre 6
y 20 mm de longitud estandar, aunque hemos realizado la diafa-
nizacion de ejemplares juveniles de hasta 50 mm.

Todas las incubaciones se realizan sumergiendo los ejempla-
res en cada solucidn. Si procesamos muestras individuales los
peces pueden colocarse en viales plasticos de 1,5 ml tipo Ep-
pendorf. Si por el contrario se deben procesar lotes de peces,
podemos colocarlos en cassettes de biopsias o microbiopsias,
dependiendo de su tamafio, a los fines de facilitar el procesado
(Figura 3a). En este caso los cassettes se sumergen en las solu-
ciones colocadas en frascos de hoca ancha.

Previo a la fijacién en formol tamponado al 10, se deben eu-
tanasiar los ejemplares por sobredosis anestésica de acuerdo
a las normativas y protocolos internacionales de bienestar ani-
mal. Las muestras pueden fijarse de 24 a 72 hs dependiendo
del tamafio del animal y luego se transfieren a etanol 707 hasta
colorear (pueden almacenarse afios).

Colocar los ejemplares en solucidn acida de azul Alcian durante
30 minutos. Terminada la coloracién se lavan los ejemplares
con agua destilada para harrer el exceso de colorante. Si hien
distintos autores sugieren variar el tiempo de coloracién de
acuerdo al tamafio del ejemplar hasta que el cartilago se vea
hien tefiido, en nuestra experiencia esto es de dificil realizacion,
ya que una vez sumergidas en esta solucion la piel de los peces
se colorea fuertemente debido a los mucopolisacaridos acidos
de las células mucosas, lo que imposibilita ver las estructuras
internas cartilaginosas.

Inmediatamente después de la coloracidn del cartilago, los pe-
ces se transfieren a etanol absoluto por un lapso de tiempo de 3
dias, renovando el alcohol todos los dias.

Este es un paso central de la técnica ya que sera el que nos
permitira iniciar la diafanizacion de los ejemplares. Requiriendo
de paciencia por parte del técnico y una observacion regular de
los ejemplares para determinar en qué momento decidiremos
pasar al paso siguiente de la técnica.

Para la maceracidn, transferir los ejemplares a la solucién de
K(OH) utilizando concentraciones del 17, 3% o 5% dependiendo
del tamafio del animal, esto es, a mayor tamafio empleamos
una concentracion de K(OH) mas elevada. En esta solucidn las
muestras deberan mantenerse hasta que el esqueleto se dis-
tinga claramente a través de las partes blandas, lo que puede
variar entre 3 y 12 dias dependiendo de la concentracién de
K(OH) utilizada. A mayor tamafio del ejemplar y menor concen-
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Figura 3. a Imagen que
muesira 10 gemplares
de bagre sudamencano
ya tenidos con azul
Alcian y lsios para ser
colocados nuevamenie
en el casselle de biopsia
para la neutralizacion.

b. Pgerrey digfanizado
en el que puede ob-
servarse una lordosis
(lecha larga) a nivel de
las vériebras caudales.
¢. Bagre sudamencano
diafanizado presentando
una escoliosis (flecha
larga) en las primeras
vertebras precaudales.
d Imagen ampliada del
complgo caudal nomrmal
(Grea punieada) de un
bagre sudamencano.
Enlas figuras Sc y 5d
se observa una tincion
dferencial que distingue
el azul Alcian en los
mucopolisacandos de la
piel y del cartilago en la
insercion y porcion distal
de los radios (flecha
corta) de las dlelas aun
no complelamenie osr-
ficados y el rgjo alizann
en el hueso.

tracion de K(OH) mas tiempo de macerado. Es conveniente que
los ejemplares de menor tamafio se coloquen a concentracio-
nes hajas para evitar que el tejido se rompa y no se pierda la
muestra. Las mismas deben ser observadas con regularidad,
las de mayor tamafio cada 2 dias y finalizando la transparenti-
zacidn cada dia. En los ejemplares mas pequefios (menos de 10
mm) se debe chequear todos los dias. Si en una misma muestra
hay variacion de tamafio de los ejemplares, lo aconsejahle es
separarlas para la maceracion y emplear distintas concen-
traciones. Es importante resaltar que durante la maceracion,
aprovecharemos para eliminar las escamas del tegumento de
aquellas especies que las posean (como el pejerrey) y en los
ejemplares de gran talla también eliminaremos el tejido mus-
cular macerado para facilitar la posterior coloracion del hueso.
Para esto emplearemos el horde no cortante de una hoja de
bisturi para raspar suavemente la superficie, eliminando asi los
tejidos reblandecidos por el K(OH).

Colocar los peces en solucidn de trahajo de rojo alizarin durante
30 minutos. Luego de la coloracidn lavar las muestras con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante.

Transferir los ejemplares a la solucién transparentadora de Mall
al 1 6 3% hasta que los tejidos no esqueléticos sean completa-
mente transparentes, lo que ocurrira en un lapso de 1a 3 dias,
dependiendo del tamafio del animal.

Una vez concluida la transparentizacién, se deben acondicionar

. o
/!'v
ﬂ:’-b
-

P

A

los ejemplares para su almacenamiento en glicerina. Para ello,
sumergiremos los peces en las soluciones de glicerina de con-
centracion creciente en K(OH) 0,57 (recordar las proporciones 1:3,
1:1y 3:1), pasandolos finalmente a glicerina pura. Si las muestras
estan bien diafanizadas, se pueden hacer los pasajes por estas
soluciones cada 2 horas. En el caso que consideremos que no
estan del todo transparentes, podemos mantenerlas 1 dia en cada
solucion dandole tiempo al K(OH) para seguir actuando.

Estando en glicerina, los ejemplares pueden perder un poco de
rojo alizarin tifiendo de rosado el medio por lo que se aconseja
hacer algunos cambios de glicerina pura si esto ocurre.

Concluida la técnica se podran observar los ejemplares trans-
parentes, permitiendo la visualizacion de las estructuras inter-
nas tefiidas con azul Alcian (cartilago) y rojo alizarin (hueso)
(Figuras 3b, 3c, 3d) .

Es importante remarcar que la solucion acida de azul Alcian
tife mucopolisacaridos acidos lo que puede dar a errores en
la observacién del cartilago, ya que estos glucosaminogluca-
nos también se encuentran en otros tejidos como el epitelio del
tegumento o del tubo digestivo. Ademas, el azul Alcian al ser
preparado en una solucidn acida puede producir desminerali-
zacion en el tejido dseo en etapas tempranas de desarrollo de
los ejemplares y asi el tejido 6seo puede perder afinidad por el
colorante rojo alizarin (Boglione y col, 2013).

Por otra parte, es importante mencionar que debido a que el rojo
alizarin es un colorante aniénico puede tefiir de manera inespe-
cifica los tejidos blandos dando una tincién rosada de fondo en
las muestras.

(d)
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La técnica de diafanizacion seguida de coloracion diferencial de cartilago y hueso me-

diante el empleo de azul Alcian y rojo alizarin es una técnica sencilla que puede ser reali-
zada con el equipamiento disponible en cualquier laboratorio de Histologia o Embriologia.
Requiere de tiempo y del buen criterio del técnico que la ejecuta para obtener resuttados
satisfactorios ya que el mismo debera decidir, en base a la observacion de los ejemplares,
en qué momento iniciar cada paso de la técnica. La misma presenta gran utilidad para el
estudio del desarrollo del esqueleto dseo-cartilaginoso en peces permitiendo evaluar el
impacto de las malformaciones bajo determinadas condiciones de cultivo.
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Metodologia
de la investigacion:

EL CONOCIMIENTO QUE SE CONSTRUYE
CONTINUAMENTE

Ninguna profesion disfrutara de un crecimiento sostenido sin
ayuda de la investigacion cientifica, pues a través de la investi-
gacion se intenta lograr una base cientifica que guie la practica
y asegure la credibilidad de la profesion.

Para la construccion del conocimiento son fundamentales dos
requisitos: uno es la creacion de una idea y otro es la compro-
bacién de esa idea: investigacion.

Se llama investigacidn cientifica a la actividad que nos permite
obtener conocimientos cientificos, es decir, conocimientos que
se propone sean objetivos, sistematicos, claros, organizados y
verificables, donde el sujeto de esta actividad suele recibir el
nombre de investigador, y acorde a éste se presenta el esfuerzo
de desarrollar las tareas para lograr nuevos conocimientos.

Todo proceso de investigacion comienza con una idea, una
pregunta. ;Porqué es importante la pregunta de investigacién?
Ayuda a disenar el estudio adecuado y aumenta la credibilidad
de los resultados del estudio.

Existen varios tipos de preguntas que el investigador puede for-
mularse a la hora de desarrollar un trabajo cientifico:

e Frecuencia

© Etiologia — Causalidad

© Pruebas diagndsticas

o Efectividad de intervenciones

© Curso clinico y prondstico

« Eficiencia (evaluacion econdmica)

Es posible que el nimero de preguntas potenciales sobre un
tema sea grande.

Adicionalmente, el tiempo y los recursos (humanos, técnicos,
econdmicos) necesarios para contestar las preguntas de inves-
tigacion suelen ser limitados.

Finalmente, la importancia de una pregunta de investigacion
puede cambiar en funcion de quien la plantee: lo que es de inte-
rés para el clinico que trabaja en un centro de atencién prima-
ria quizas es diferente que aquello que interesa a quien presta
servicios en un centro de referencia, o a lo que interesa a quien
traza las politicas de salud a nivel institucional o regional.

Todo esto hace necesario contar con un mecanismo que per-
mita identificar las preguntas de mayor interés en la profesion
de cada investigador o en la actividad habitual que cada uno
realice.

La investigacion debe ser orientada a un tema de interés en el
area de trabajo pero también debe ser interesante para quien
investiga, para poder ser sostenida en el tiempo y sus resulta-
dos aplicables a la practica cotidiana.

Se recomienda que el texto de la pregunta contenga, de forma
explicita, cuatro elementos:

PICOT (en inglés):

P: poblacidn o caracteristicas de los sujetos implicados

I: intervencidn o exposicion (preventiva o curativa) a la que se
somete a la poblacion

C: control contra el que se compara la intervencion

0: desenlace (outcome) de interés

T: objetivo (target) del estudio; ;la intervencion es mejor? ;Es
equivalente (no es inferior)?

Una pregunta de investigacion bien planteada asegura el disefio
adecuado y orienta a la redaccion de objetivos claros.

Los disefios de investigacion van a depender del objetivo plan-
teado. El disefio a su vez va a determinar el nivel de evidencia
cientifica. En la siguiente pirdmide se muestran los posibles
disefios de investigacion en donde en el vértice se encuentran
aquellos disefios de mayor evidencia cientifica y en la base
aquellos con menor calidad de evidencia pero itiles para plan-
tear disefios de mayor peso en trabajos futuros.

Estudios de Cohortes
Estudios de Caso-control

Estudios transversales

Estudios descriptivos

Reporte de caso. Serie de casos
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Los estudios en animales, tejidos y/o células aunque en la base
de la piramide, son necesarios para asentar las bases de traba-
jos de investigacion futuros en seres humanos y muy (tiles para
explicar fendmenos basicos, imposibles de ser demostrados
con otro disefio.

Una vez que se ha pensado en una pregunta de investigacion y
en base a ella se han establecido los objetivos y seleccionado
el disefio de la investigacidn, se debe realizar una hisqueda en
la literatura para profundizar los conocimientos sobre el tema a
investigar y sobre todo, para conocer trabajos previos desarro-
llados en la misma idea del trabajo que quiero llevar a cabo. Esto
es importante para no cometer el error de orientar una inves-

tigacion en un tema ya conocido e investigado en profundidad
por otros autores. También es iitil para encontrar las brechas de
investigaciones inconclusas o que proponen nuevos caminos a
seguir sobre un mismo tema.

Uno de los buscadores mas importantes en el campo de las
ciencias de la salud es “Pubmed” (www.nchi.nlm.nih.gov/pub-
med). Una base de datos también muy importante y completa
es la Biblioteca Cochrane (www.cochrane.org). Tamhién se debe
realizar una biisqueda en las revistas mas importantes de cada
profesidn o especialidad.

Se deben valorar los trabajos cientificos encontrados en funcidn
de los objetivos planteados:

Evaluacidn critica de la literatura

NO

NO

>—20X>00w;mmo

| ¢Es valida la evidencia de este estudio?

v

II. ;Son importantes los resultados?

v

R Il ¢Se pueden aplicar al cuidado de mi objeto de estudio?

Una vez realizada la biisqueda y planteado el objetivo y la hi-
pétesis, y una vez escogido el disefio adecuado, puedo llevar a
cabo mi investigacion. Esto puede consistir en la realizacion de
un experimento o en la biisqueda de casos clinicos, por ejem-
plo. Se debe realizar una hase de datos para el posterior proce-
samiento estadistico: Resultados.

Finalmente estos resultados deben ser interpretados en forma
no numérica: Conclusion. Y deben ser comparados con los re-

sultados de investigaciones previas, resaltando falencias del
trabajo o limitaciones y abriendo, en base a esta autocritica,
futuros caminos de investigacion: Discusion.

Resumiendo, una investigacion debe constar de ciertos mo-
mentos sistematizados:

Pasos de la Investigacion

Pregunta

Biisqueda

en OBJETIVOS
literatura

Analisis de
literatura

1° ETAPA 2° ETAPA

Toda investigacion cientifica debe culminar con la comunica-
cion de los resultados a la comunidad cientifica. Esto puede ser
mediante la presentacion en congresos y/o con la redaccion de
un articulo para una revista cientifica.

Toda investigacion que queda sélo en manos del investigador es
una informacién valiosa que se pierde. Para el enriquecimiento
del conocimiento en una profesion es importante comunicar los

S8
B
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=

L

2
RESULTADOS

HIPOTESIS Tablas y graficos (Y]

=
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Andlisis =

PAS estadistico L

(==
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3" ETAPA 4° ETAPA

resultados de toda investigacion, aunque pequefia, que se haya
realizado. Pequefios aportes pueden ser valiosos para el desarro-
llo de nuevos conocimientos.

Es por esto que TODOS PODEMOS INVESTIGAR desde nuestro lu-
gar cotidiano de trahajo o estudio y debemos comprender que
cualquier aporte realizado en forma seria aunque sencilla, for-
ma parte de los cimientos del conocimiento cientifico.
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RESUMEN DE POSTER:

El propésito del presente es determinar si Bixina es
un colorante adecuado para tefiir grasas tisulares, en compara-
cion con lisocromos tipo Sudan, empleados de rutina en técnica
histoldgica, y analizar sus propiedades tintoriales en funcion de
sus conformaciones estereoquimicas.

1. Colorear en paralelo secciones criostaticas suel-
tas de muestras de tejido graso con soluciones etanélicas de
Bixina, Sudan Ill y Sudan BB para comparar propiedades tinto-
riales, a diferentes tiempos de exposicion y lavados post-tin-
cion. 2. Evaluar las caracteristicas tintoriales de Bixina, Sudan
lll'y Sudan BB para explicar las relaciones estructurales de los
lisocromos, valores QSAR y capacidad de tincion. 3. Analizar
ventajas y desventajas de la coloracidn con Bixina para deter-
minar su aplicacion en la tincion especifica de grasas tisulares.

Muestras de corazén de ovinos fijadas
en formol de Baker, fueron seccionadas en cridstato a -20°C
y colocadas en una capsula conteniendo agua destilada. Las
soluciones colorantes de Bixina, Sudan Ill y Sudan BB se pre-
pararon a saturacidn en etanol a 70°. Los cortes sueltos fueron
tefiidos en cada una de las soluciones colorantes en paralelo
durante 5, 15 y 30 minutos. Posteriormente se realizaron 2 la-
vados con etanol a 70° para eliminar el exceso de colorante, se
trataron con agua destilada y contracolorearon con Hematoxili-
na durante 30 segundos. Luego, las secciones se montaron con
glicerina y fotografiaron.

Las criosecciones tefiidas con Bixina mostraron
coloracién del tejido graso, al igual que con Sudan Ill y Sudan
BB. No obstante, los tiempos de exposicion requeridos por
Bixina para lograr una tincion adecuada fue de 30 minutos, si
lo comparamos con los lisocromos tipo Sudan que con solo 5
y 15 minutos respectivamente, fueron suficientes. Si hien, se
podrian prolongar los tiempos de exposicidn de Bixina, encon-
tramos al mismo tiempo que en lavados posteriores a su tincion
para quitar el exceso de colorante, se produce una pérdida del
tinte, haciendo que los preparados tefiidos se vean déhiles, en
comparacion con los tipos Sudan. Estos resultados se explican
desde la Ley de Distribucién de una sustancia entre dos disol-
ventes inmiscibles, tema de nuestro préximo trabajo. Asimismo,
a diferencia de los colorantes Sudan, la tincién de Bixina pro-
dujo una coloracion de fondo inespecifica muy débil que si bien
no entorpece la coloracién de la grasa, indica que Bixina podria
tener apetencia por otros componentes tisulares, via transfe-
rencia de cargas a través de los grupos polares del colorante.

De acuerdo a los resultados obtenidos, con-
cluimos que Bixina colorea con un tinte similar a Sudan Il pero
con menor intensidad que éste y Sudan BB. Si bien Bixina pre-
senta areas hidrofbicas y su Log P es mayor que 5.0, lo cual
nos ha permitido predecir su afinidad por la tincidn de grasas,
la presencia de 2 grupos de atomos de elevada electronega-
tividad (el Oxigeno 3,5 en la Escala de Pauling), conduce a su
gran inestabilidad frente a los lavados posteriores, dejando los
cortes déhilmente tefidos. Aqui se comprende que, a pesar de
su hidrofobicidad, Bixina puede redisolverse desde la grasa ti-
sular en funcion a una nueva particion que sufre el colorante por
dichos lavados. Asiy, a pesar que su Log P es 5,3, los grupos
oxigenados jugarian un rol importante, via Puentes hidrdgenos
con los baiios post-tincion de manera rapida y efectiva. Esto no
sucede con los colorantes de Log P mayor a 7, tales como los
colorantes tipo Sudan, donde los lavados posteriores eliminan el
exceso de colorante del tejido pero no sus moléculas ya unidas
a las grasas por el fuerte efecto hidrofdhico (Sudan Ill presenta
un solo atomo de oxigeno en su molécula, mientras que Sudan
BB no tiene). Sustenta estos conceptos, el hecho que con Sudan
lll'y BB colorea en pocos minutos sin importar los tiempos de
lavados posteriores. Por otro lado, la aparicion de una tincion de
fondo con Bixina nos permitiria inferir que los grupos polares de
Bixina pueden encontrar sitios de unién a componentes no gra-
sos através de grupos aminos de las proteinas, disminuyendo el
contraste y marcando cierta inespecificidad tintorial. Bixina fue
sugerido para tefiir grasas por Ciscar en 1965, pero no hallamos
otras citas que empleen este colorante debido, posiblemente, a
los resultados irregulares de tincion con Bixina y a la dificuttad
de lograr una coloracidn adecuada y equilibrada entre la tincion
y los post-lavados. Respecto a los valores QSAR, que determi-
namos en un trahajo previo, nos permite predecir que Bixina ha
de colorear grasas. No obstante, el comportamiento complejo
del colorante depende de las caracteristicas cuali-cuantitativas
de los atomos que la constituyen. En este caso, Bixina presenta
una cadena alifatica hidrofdbica entre Carbonos 1-20 y estos 2
Carhonos, a su vez, estan ligados a elementos con diferentes
grados de polaridad pero suficientes para propiciar su particion
con los solventes de lavados post-tincion, haciendo que este
colorante no tenga mayor aplicacién para coloracion de grasas
tisulares por la tincién relativamente débil y aparicion de un
«background» inespecifico.

El presente trabajo significa una contribucion a la teoria de
la coloracidn hioldgica con lisocromos, ya que permite com-
prender el comportamiento de las moléculas colorantes frente
a las macromoléculas tisulares, en este caso: Grasas. Segui-
mos trabajando. ..
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RESUMEN DE POSTER:

El objetivo es comparar calidad de ohservaciones
de diferentes tejidos de origen biologico realizadas en los mo-
dos de trabajo que ofrece un Microscopio Electranico de Ba-
rrido (SEM) actual. Especificamente, se establecera el modo de
trabajo mas adecuado dependiendo de las caracteristicas del
tejido y de los aspectos a analizar.

Las muestras fueron preparadas de
acuerdo a protocolos ya establecidos en la literatura relativa al
tema. Se trabajo con un SEM FEI Quanta 200F en sus tres modos
de operacion: Alto Vacio (HV), Bajo Vacio (LV) y Modo Ambiental
(ESEM).

En el modo HV, se reduce al maximo el niimero de particulas
dentro de la cAmara minimizando la probabilidad de dispersion
de electrones, mejorando asi la resolucion hasta 2-3 nanéme-
tros.

Los modos LV y ESEM facilitan la observacion de muestras no
conductoras mediante mecanismos de reduccion de carga
electrdnica sobre las mismas. Al incrementar la presion de la
camara, con respecto a la condicion de hajo vacio, se aumenta
el ndmero de particulas alrededor de la muestra lo que ocasiona

—
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una dispersion del haz de electrones que reduce la resolucién
de la observacién.

En los casos en los que fue necesario recubrir las muestras se
utilizd un Sputter Emitech SC 7640.

Las imagenes obtenidas por microscopia electrdnica fueron
contrastadas con imagenes obtenidas por microscopia conven-
cional para lo cual se utilizaron microscopios dpticos Olympus:
6X51 de platina invertida y BX41.

Se discutira a partir de las imagenes

obtenidas por microscopia electronica la importancia de una
adecuada eleccion en el modo de observacion. El protocolo de
preparacion de una muestra para su observacién en microsco-
pia electronica debe ser elegido teniendo en cuenta el modo en
el cual se va a operar el microscopio.
Cada modo de trabajo tiene ventajas que lo hacen iinico: en HV es
su resolucion, en LV es la posibilidad de ohservar muestras sin
recubrimiento y en modo ESEM la viabilidad para la observacion
de estructuras de tejido blando con protocolos de preparacion
basicos que implican no solo hajos costos de insumos para su
preparacidn si no una minima intervencion en la muestra.
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FLUJO DE TRABAJO

- Procesamiento continuo

PREPARACION DE REACTIVOS

- Reactivos listos para usar

- Protocolos preseleccionados - Capacidad para muestras urgentes

- "click and go" (sin dilucién, titulacién o mezclado) - Resultados diagndsticos en el dia

- Monitoreo de los niveles de stock

TINCION

Completamente automatizada
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- Sensibilidad excepcional

- Libre de Biotina - Reactivos superiores

- Automatizacién completa
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- Excelente especificidad

- Alta definicién

- Multi-Link: deteccién de anticuerpos primarios |

de ratén y de conejo - Reactivos e instrumental trabajando en armonia
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Temperatura de procesamiento: ambiente hasta 100°C

Capacidad de slides: 3 bandejas independientes de 10 slides cada uno
Capacidad de reactivos: 7 ml 6 30 ml

Niimero de contenedores de reactivos: 36 (4 bandejas de 9)

Volumen de dispensado: 100 pl 6 150 il

Modularidad: 5 médulos de procesamiento por computadora

Desechos: separacion de reactivos peligrosos (DAB) de no peligrosos

Base de datos: seguimiento e informe completo de todos los slides

Integracion (LIS): con ASTMy HL7
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La Histotecnologia es la disciplina que estudia los fundamentos
técnicos y la secuencia de manipulaciones necesarias para lle-
var a caho el analisis de los tejidos de los seres vivos. Por ofra
parte, la quimica es el estudio de la materia y la energia, y de las
interacciones entre ellas y se centra en las propiedades de las
sustancias y las interacciones entre los diferentes tipos de ma-
teria. Por ello, la histotecnologia y la quimica estan intimamente
relacionadas y la existencia de la primera se veria seriamente
amenazada sin la presencia de la segunda. Asi, podemos decir
que el laboratorio de histotecnologia, es un laboratorio quimico
para el desarrollo de las técnicas hitoquimicas, citoquimicas e
inmunocitoquimicas, asi como en el proceso de inclusion en
parafina y en las coloraciones.

Asi como en cualquier laboratorio quimico, en el laboratorio
histotecnoldgico encontramos una amplia variedad de sustan-
cias inorganicas y organicas que nos permitira levar a cabo los
objetivos planteados. En este capitulo nos proponemos explicar
como preparar una solucion a partir de un reactivo sélido. Ha-
remos foco en los detalles del proceso y veremos alternativas
comunes para la preparacion de soluciones.

Las soluciones son mezclas homogeéneas que estan formadas
por dos o mas sustancias puras, el solvente y el soluto. La prin-
cipal caracteristica de ambos y la condicion mas importante
para formar una solucidn es que no reaccionen entre si. Defini-
mos como soluto a la sustancia disuelta en una solucin, y por
lo general es la que esta presente en menor cantidad. Mientras
que el solvente es la sustancia que va a disolver el soluto. Hay
solventes polares y no polares. El solvente polar por excelencia
es el agua y es el mas utilizado en todos los lahoratorios. Mien-
tras que hay varios ejemplos de solventes apolares muy utiliza-
dos en los lahoratorios de histotecnologia tales como tolueno,
xileno y acetona, entre ofros.

Las soluciones pueden prepararse a partir de soluto séli-
do, la cual sera reconocida como una disolucién, o a partir
de soluto liquido, que sera reconocida como una dilucion.
Como cabe de esperar, existen diferencias técnicas en la
forma de preparar cada una. Como definimos anteriormente,
nos centraremos en la metodologia para preparar una solu-
cion a partir de droga sélida.

Realizar los calculos correspondientes a la cantidad de droga
sélida necesaria

Pesar la droga sélida necesaria

Disolver la droga en un vaso de precipitados en un volumen
de solvente menor al volumen final a preparar

Trasvasar la disolucién a un matraz aforado

Lavar el vaso repetidamente y agregar al matraz

Aforar el matraz: llevar a volumen (el matraz tiene un volumen
especifico).

Agitar y colocar en un frasco etiquetado: después de agitar,
se vierte en un frasco previamente etiquetado con la especie
quimica disuelta, la concentracion y la fecha

Veamos ahora cuéles son las consideraciones mas importantes
en cada uno de los pasos.

Para realizar los célculos se debe tener en cuenta la solubili-
dad de la droga y la concentracién de la solucion, asi como tam-
bién el volumen final a preparar. La solubilidad es una medida
de la capacidad de disolverse de una determinada sustancia (el
soluto) en un determinado medio (el solvente); implicitamente
se corresponde con la maxima cantidad de soluto disuetto en
una dada cantidad de solvente a una temperatura fija y en dicho
caso se estahlece que la solucion esta saturada. Presenta uni-
dades de concentracion. La solubilidad de los diferentes com-
puestos quimicos en los diferentes solventes puede consultarse
en tablas o en paginas web que se dedican a tabular estas pro-
piedades de las sustancias del laboratorio. Una de estas pagi-
nas es el Index Merck, en el cual aparecen la mayor parte de los
compuestos quimicos utilizados en el laboratorio.

Para comenzar a preparar una solucion debemos realizarnos
2 preguntas: la primera es jen qué balanza deben pesarse las
drogas? Para pesar los sdlidos debemos tener en cuenta el tipo
de balanza que tenemos disponible. Las halanzas analiticas son
las mas adecuadas para pesar drogas a nivel de la décima de
miligramo. Sin embargo, y de manera general, las soluciones
utilizadas en el laboratorio de histotecnologia no requieren de
una precision analitica, por lo que cualquier balanza que nos
permita pesar la centésima parte del gramo, seria adecuada
(Figura 1A). La segunda pregunta es ;en qué recipiente debe
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pesarse la droga? Al momento de pesar la droga el contenedor
es de crucial importancia por 2 razones. La primera es que la
droga puede reaccionar con el recipiente o contenedor y la se-
gunda es que el recipiente puede dafar la halanza. En general,
los elementos mas utilizados en el laboratorio de histotecnolo-
gia para pesar drogas son los vidrios de reloj y trozos de papel
de aluminio (Figura 1B). Es importante no perder droga al pasar
solido desde el vidrio de reloj o el trozo de papel de aluminio
al vaso de precipitados dado que esto implicara menor can-
tidad final de droga disuelta en el solvente, lo cual redundara
en una menor concentracion real de la solucion respecto de la
calculada.

La disolucidn de la droga sélida debe realizarse en el menor
volumen posible de solvente. Este volumen es facilmente cal-
culable si tenemos en cuenta la solubilidad de la droga. Muchas
veces, la disolucion requiere calor o es acelerada por el calor.

g

g
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Aparte de tratarse de una cuestion de cuidado personal, es muy
importante no perder droga por salpicaduras al someter la mez-
cla al calor por el mismo motivo tratado en el apartado anterior.

Una vez disuelta la droga en el menor volumen de solven-
te posible, tendremos que trasvasarla a un matraz aforado. El
matraz aforado es un elemento calibrado, por lo general de
vidrio, que nos informa un volumen exacto; es decir, podemos
preparar un determinado volumen de solucién por cada matraz
que contemos. Lo que implica que debemos tener gran cantidad
de matraces si queremos preparar un abanico de volimenes.
Los matraces aforados méas comunes en el laboratorio de his-
totecnologia nos permiten medir volimenes que van desde los
25 mililitros hasta 2 litros de solucidn, pero cabe destacar que
existen matraces aforados con los cuales podemos medir volii-
menes mayores y menores que los expuestos. Con el fin de no
perder droga, y no cometer errores por exceso o por defecto
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en la concentracion de la solucién, el trasvaso al matraz debe
ser realizado con sumo cuidado. Para ello, debemos valernos
de un embudo de vastago largo, que al introducirlo por el cuello
del matraz, llegue hasta por debajo de la marca de volumen del
mismo (el aforo). Asi evitaremos que quede droga por encima
del aforo (por ejemplo por salpicaduras) y nos produzca un error
por exceso en la concentracion de la solucion. Pero por otro
lado, el uso del embudo para trasvasar la disolucién primaria de
la droga nos permitira no perder droga hacia afuera del matraz
altratar de trasvasarla desde el vaso de precipitados al matraz a
través del fino cuello del mismo, y cometer asi, un error por de-
fecto. En este punto podemos hacernos otra pregunta: ;es real-
mente necesario preparar soluciones en matraz? La respuesta
es no (Figura 2A). Aunque el matraz es absolutamente necesario
para preparar soluciones de concentracion exacta, la verdad es
que no todos los laboratorios cuentan con una amplia variedad
de matraces. Por ello, en muchos laboratorios de histotecnolo-
gia no es tan estricto el uso de matraces aforados (por el grado
de exactitud que se requiere respecto de la concentracion de las
soluciones) y en su reemplazo se utilizan probetas graduadas
calibradas para realizar la solucion. El uso de probetas cali-
bradas simplifica en gran medida la preparacién de soluciones
(dado que las mismas no presentan vastago y por ende no hay
que evitar mojarlo, por lo que se hace totalmente prescindible el
uso del embudo), pero la rigurosidad respecto de la cantidad de
soluto manipulado debe ser igual que si estuviéramos trabajan-
do con matraz. En estos casos, existen ciertos elementos cuyo
uso esta restringido y, siempre que se pueda, recomendamos
evitar el uso de los mismos. Estos elementos son los vasos de
precipitados y los frascos Erlenmeyer. Esto se debe a que, al
fabricarlos, estos elementos no son calibrados con rigurosidad,
dado que su fin es darnos una idea aproximada del volumen
contenido y no un volumen exacto.

Antes de retirar el embudo del interior del matraz, es impor-
tante lavar el vaso de precipitados donde realizamos la disolu-
cion primaria de manera repetida para asegurarnos de no dejar
droga en el vaso y cometer asi errores por defecto en la con-
centracion final de la solucion. Cada lavado sera realizado con
pequefios volimenes de solvente que luego se trasvasaran al
matraz utilizando el mismo embudo. Dependiendo del volumen
final de solucion a preparar, se podran realizar mas o menos la-
vatdos y enjuagues del vaso. Sin embargo es importante tener en
cuenta que la sumatoria de los volimenes de lavado no deben
superar el volumen final de la solucidn a preparar, dado que de
este modo estariamos diluyendo la solucién.

Finalmente llevamos a volumen con el solvente. Para realizar
esto es necesario tener en cuenta 2 cosas: a medida que vamos
agregando volimenes de solvente, debemos ir agitando por ro-
tacion el matraz asi favorecemos la homogeneizacion; y mas
importante, la punta del embudo NUNCA debe tocar la solucion
que estamos preparando, jpor qué? Cuando el bulbo dilatado
del matraz esta lleno aproximadamente hasta la mitad, debemos
preguntarnos ;cual es la acidez deseada de la solucién que es-
tamos preparando?, ;medimos la acidez ya?, ;como medimos

la acidez?, jcuando medimos la acidez? En caso de no haber
medido la acidez y ser necesario ajustarla, SIEMPRE debemos
hacerlo antes de llevar a volumen, dado que agregados poste-
riores de agua no afectaran la acidez, ;por qué? La acidez de
la solucion también puede controlarse o ajustarse en el vaso de
precipitados donde se disolvid la droga siempre y cuando esté
a temperatura ambiente.

Asi, continuamos agregando solvente, utilizando el mismo
embudo hasta que el volumen dentro del matraz esté aproxi-
matdamente 2 cm por dehajo del aforo del matraz. ;Como lle-
vamos a volumen, entonces? Llevamos a volumen valiéndonos
de una pipeta. La misma puede ser graduada (es decir, no debe
ser material calibrado) y debe ser introducida dentro del cuello
del matraz con cuidado de no tocar las paredes del mismo y no
dejar asi solvente que pueda diluir la solucidn. La emision de
solvente para enrasar (llevar a volumen) debe realizarse gota a
gota. Este proceso final, es necesario realizarlo sosteniendo el
matraz con una mano a la altura de los ojos, mientras que la otra
mano realiza el agregado de solvente final. Una vez enrasado
(Figura 2B) el matraz se tapa con su correspondiente tapa y se
agita la solucidn por inversion varias veces. De esta manera,
hemos preparado nuestra solucion. Finalmente, la solucion
debe ser trasvasada a un recipiente adecuado cuyo rotulo in-
dique la sustancia quimica disuelta, la concentracion y la fecha
de preparacion. Antes de almacenar la solucion debemos pre-
guntarnos jcual es el recipiente mas adecuado para almacenar
la solucion que hemos preparado?, jcon qué sustancia estoy
trabajando?, jreacciona con el vidrio, con el plastico, con el
metal?, ;es fotosensible?, ;se puede almacenar a temperatura
ambiente, o requiere alguna temperatura especial?

-Los acidos concentrados se almacenan en recipientes de vi-
drio. Es una excepcion el HF que reacciona con el vidrio y lo
carcome avidamente

-Los acidos diluidos se almacenan en recipientes plasticos
-Las bases en general se almacenan en recipientes plasticos
-Los solventes organicos se almacenan en recipientes de vidrio
con tapa de vidrio esmerilado o polipropileno. Para algunos sol-
ventes organicos se recomienda el uso de recipientes de metal
-Las soluciones se almacenan por tipos, es decir, no se alma-
cenan acidos con bases, sdlidos con liquidos, etc.

Basados en la cantidad de soluto disuelto en las soluciones,
podemos clasificarlas de dos maneras. Una de ellas hace re-
ferencia sélo a las propiedades cualitativas de la solucidn, la
denominamos empirica, y referencia la dilucion de las mismas
y abarca soluciones diluidas, concentradas, saturadas y sobre-
saturadas (Cuadro 1). La otra manera de clasificar las solucio-
nes hace referencia a las propiedades cuantitativas de la solu-
cion, la denominamos valorada, y referencia la cantidad exacta
de soluto disuelto y abarca soluciones porcentuales, molares y
normales, entre ofras.
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Existen 3 tipos de soluciones porcentuales, porcentuales en peso, en volumen y peso en volumen. La
primera hace referencia a la masa de soluto en gramos que se encuentra disuelta en 100 gramos de solvente y por ello se denomina
porcentaje peso en peso (#P/P). La segunda hace referencia al volumen de soluto diluido en un volumen final de 100 mL de solvente
y por ello se denomina porcentaje volumen en volumen (%V/V). La ittima es quizas la més utilizada en los laboratorios y hace refe-
rencia a la masa de soluto en gramos disuelta en 100 mL de solucidn y por ello se denomina porcentaje peso en volumen (%P/V). Los
calculos para preparar este tipo de soluciones no admiten demasiados desafios.

Son quizas las mas utilizadas en los laboratorios. Molaridad hace referencia a los moles de soluto disueltos
en 1 litro de solucidn. ;Qué es un mol? Un mol es la unidad con que se mide la cantidad de sustancia.

UNA DOCENA DE IONES CONTIENE 12 IONES. UN CENTENAR DE ATOMOS CONTIENE 100 ATOMOS.
UN MOL DE MOLECULAS CONTIENE 6,02 X 102 MOLECULAS.

La masa de un mol de sustancia, llamada masa molar, es equivalente a la masa atdmica o molecular (segin se haya considerado
un mol de atomos o de moléculas) expresada en gramos. Para obtener la masa molar nos valemos de las masas atémicas de los
elementos presentes en la tabla periddica.

Los calculos para preparar este tipo de soluciones representan un pequefio desafio dado que de la concentracién molar (M) nos
informa los moles necesarios para preparar un litro de solucidn, pero un mol no es una unidad pesable, por lo que debemos trans-
formar los moles en unidades de masa, para asi pesar una determinada cantidad de soluto y preparar la solucién. Consideremos la
preparacion de una solucion 0,05M de Na,CO0,.

MOLARIDAD = M = MOL DE SOLUTO
LITRO DE DISOLUCION
Si queremos preparar 500 mL Solucién 0,05M Na,CO.: Lo primero que hacemos es descomponer la informacin que existe en 0,05M.
En 1000 mL estan disuettos en 0,05 mol de Na,CO,, entonces ;cuantos mol de Na,CO, estaran disueltos en 500 mL, que es el volu-
men de solucion a preparar?

1000 ML ———— 0.05mol de Na,(O0,
00mL. —— x=0025mol de Na,CO,

El siguiente paso consiste en transformar esos 0,025 mol en una cantidad pesable. Para ello necesitamos la masa molar del carbo-
nato de sodio. Utilizando la tabla periddica determinamos que la masa molar del carbonato de sodio es 106 g/mol.

1 mol de Na,CO, 106 g
0,025 mol de Na,C0, —————— x=2.65g

PESAR 2,636 DE Na,CO,, DISOLVERLO, AJUSTAR LA ACIDEZ (DE SER NECESARIO), ENRASAR Y ALMACENAR.
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CONCLUSIONES:

Al preparar soluciones, es importante saber que existe un protocolo comin a todos los
laboratorios, este protocolo es realmente util para preparar soluciones de concentracion
exacta. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que existen otras formas alternativas
para su preparacion. La eleccion del protocolo a utilizar, dependera del fin practico de la
solucion preparada. Por ello, antes de preparar una solucion debemos preguntarnos ;para
queé preparamos la solucion? ;Cual sera su uso en el tiempo? ; Cuanto preparamos? ; Don-
de la almacenamos? Responder estas simples preguntas y el seguimiento de un protocolo
establecido (que puede ser tnico para cada laboratorio) para la preparacion de soluciones
nos ahorrara mucho tiempo y nos evitara malestares a la hora de analizar resultados y
sobre todo, nos quitara de la ecuacion una variable muy comdin en los laboratorios que es
el error en la preparacion de las soluciones.

Figura 1. ;D6nde pesar los materiales? A) Exis-
ten diferentes balanzas y diferentes elementos
para pesar materiales. En la figura se observa
de izquierda a derecha una balanza digital co-
mdun, una balanza analitica digital, una balanza
analitica analégica y una balanza clasica o de
cruz. Las balanzas mas utilizadas son las ana-
liticas. B) Los recipientes mas utilizados son los
vidrios de reloj, las placas de Petriy el papel de
aluminio.

HISTOTECNOLOGIA



Matraces

Probetas

Figura 2. Elementos para preparar soluciones.
A) Matraces y probetas. Los matraces son uti-
lizados para preparar soluciones de concentra-
cién exacta. Las probetas, en cambio, admiten
un margen de error en la concentracién de la so-
lucién preparada. B) Esquema mostrando cémo
debe enrasarse en un matraz aforado (valido
para cualquier tipo de enrase). Para la mayoria
de las soluciones preparadas en los laborato-
rios, el mefisco debe quedar tangente al aforo.
Existen algunas excepciones cuyas aplicaciones
escapan al alcance de este articulo.

Soluciones
Empiricas:
NO interesa
conocer la
cantidad
exacta.

SOLUCIONES  <Z

Soluciones
Valoradas
Slinteresa
conocer la
cantidad
exactay
naturaleza

—1 _____ Enrase

Cuadro 1. Clasificacion de las soluciones. Las
soluciones pueden ser clasificadas segin se
conozca 0 ho su concentracién. En las solucio-
nes empiricas, no interesa conocer la cantidad
exacta de soluto disuelta en el solvente. Mien-
tras que en las soluciones valoradas, la canti-
dad exacta y la naturaleza del soluto deben ser

exactamente conocidas.

Diluida: Cantidad de soluto muy pequefa en re-
lacién con la cantidad de solvente.
Concentrada: Mayor cantidad de soluto en com-
paracion a la diluida.

Saturada: Aumenta la cantidad de soluto, se
agita continuamente hasta que llega el mo-
mento en que el solvente ya no diluye al soluto.
Sobresaturada: Contiene mds soluto que una
solucién saturada, se forma al calentar una so-
lucion saturada agregandole mas soluto.

Porcentuales: En Peso, Volumen y Peso-Volu-
men.

Molales: Interviene el nimero de moles.
Molares: Interviene el nUmero de moles.

Normales: Interviene el peso equivalente de los
compuestos.
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Biopack 6

Productos Quimicos

Biopack® cuenta con una equipada y moderna planta de mas de 2000 m? En donde se
elaboran, bajo los mas estrictos controles de calidad, las siguientes lineas de productos:

4 Insumos para seguridad y limpieza

4 Insumos para congelaciones

4 Soluciones fijadoras

A Insumos para procesamiento de tejidos

A Productos para desparafinado,
deshidratacion e hidratacion de cortes

Oficinas Comerciales:

Direccian: Av. Diaz Vélez 4562
Capital Federal - CP 1405 -
Argentina

Teléfono: +54 (11) 4958-1448
Fax: +54 0800-222-9520

Atencion: 8-17 hs.

i

Soluciones descalcificantes
Tinciones especiales

Montaje de preparados histologicos
Reactivos para tinciones en general

Tinciones de rutina de citologia
e histologia

Planta Industrial:

Direccion: Ruta 9 km. 105.5 -
Zarate - Bs.As - Argentina

Atencidn: 3-17 hs.
sitio web: www.blopack.com.ar

e-mall: info@bilopack com.ar
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SOLUCIONES PARA PATOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA

ANATOMIA PATOLOGICA IHQ

« ANTICUERPOS PRIMARIOS

Policlonales y Monoclonales en ratén y conejo concentrados (0.1, 0.5y 1 ml)
Prediluidos listos para usar (1y 7 ml)

« SISTEMAS DE DETECCION PARA IHQ
HRP Detection System: Avidina Biotina HRP
Hi Def. Sistema Polimérico

- REATIVOS ACCESORIOS

)@ CELL MARQUE

Trilogy: HIER. Permite tres pasos de Pretratamiento: Desparafina, rehidrata y desenmascara.
Diluyente de anticuerpos, buffers, substratos, proteasas, blogueantes, 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

« 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. Amplificacién selectiva de la secuencia target
Paso 4. Scorpions. Senal fluorescente, presencia de la mutacién

EQUIPAMIENTO

« MICROTOMOS. CRIOSTATOS. PROCESADORES DE TEJIDOS

estomba 864 . c1427cov
capital federal . argentina
tel. 54 11 4555 0010

tel. 54 11 4858 5300

fax 54 11 4553 3331
vantas &tecnolab.com.ar
www.tecnolab.com.ar

53 W B
A |w=
vt
TUVRraresnd

ISO 9001:2008

Cytocel

DXS
===== Diagnostic

QIAGEN Innovations

—

|

|
] =)

Rotor-Gene® Q

S0 LE A

tecnolab



