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(Procedimiento nimero HT10)

APLICACION

Las tinciones tricromicas (Gomori) de Sigma-Aldrich se utilizan para el estudio del
tejido conectivo, musculo y fibras coldgenas. Los reactivos de tincion tricromica son para
uso diagndstico in vitro.

Las tinciones “tricromicas” se utilizan principalmente para diferenciar las fibras
coldgenas del tejido muscular’. Generalmente, son tintes nucleares, colagenos y
citoplasmicos en mordientes tales como &cido fosfotingstico o fosfomolibdico.
Histéricamente, el primer sistema tricromico se atribuye a Mallory?®. Otras modificaciones
fueron introducidas por Masson, Foot y Gomori**, El procedimiento descrito en este
prospecto se basa en el trabajo de Gomori; se trata de un sistema de un solo paso que
combina la tincién de los tejidos citoplasmico y conectivo con una solucién de &cido
fosfotingstico/acido acético®. Las secciones de tejidos se tratan con solucién de Bouin para
intensificar la coloracion final. A continuacion, los nucleos se tifien con hematoxilina férrica
de Weigert, seguida de tincién con cromotropo R2 (se tifien las fibras citoplasmicas y
musculares) y Fast Green FCF o azul anilina (se tifien las fibras de coladgeno). Su lavado
en &cido acético después de la tincion hace que los tonos sean mas delicados y
transparentes*. Se incluye una técnica de tincién tricromica de Gomori para la tincién rapida
en hornos microondas®®.

REACTIVOS

SOLUCION DE TINCION TRICROMICA LG, niimero de catalogo HT10-3-16
Cromotropo 2R, 0,6 % (p/v), Fast Green FCF (certificado), 0,1 % (p/v), &cido fosfotingstico,
0,8 % (p/v) y &cido acético, 1,0 % (v/v). El reactivo tifie el colageno en verde.

SOLUCION DE TINCION TRICROMICA AB, niimero de catalogo HT10-5-16
Cromotropo 2R, 0,6 % (p/v), azul anilina, certificado, 0,3 % (p/v), acido fosfotingstico,
0,8 % (p/v) y &cido acético, 1,0 % (v/v). El reactivo tifie el coldgeno en azul.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Almacenar las soluciones de tincion tricrémica, solucion de Bouin, hematoxilina férrica
de Weigert, TISSUE-TROL tricrémico, solucién de &cido acético y concentrado de Scott
sustituto del agua corriente, y la solucion de trabajo a temperatura ambiente (18-26 °C).

Las soluciones de tincion tricrémica, solucion de Bouin, hematoxilina férrica de
Weigert (Partes A y B), TISSUE-TROL tricrémico, solucién de &cido acético y concentrado
de Scott sustituto del agua corriente, y la solucién de trabajo son estables hasta la fecha
de caducidad.

Debe prepararse una nueva solucién de hematoxilina férrica de Weigert para cada uso.

PREPARACION:

Las soluciones de tincion tricromica LG y AB, y la solucién de Bouin estan listas para
Su uso.

La solucién de hematoxilina férrica de Weigert se prepara mezclando las soluciones
Ay B a partes iguales.

El sustituto del agua corriente Scott se prepara mezclando 1 parte de concentrado de
Scott sustituto del agua corriente con 9 partes de agua desionizada.

Preparar &cido acético al 0,5 % diluyendo 4,4 ml de acido acético 1N con 45,6 ml
de agua.

Preparar &cido acético al 1 % diluyendo 8,8 ml de &cido acético 1N con 41,2 ml de agua.
PRECAUCIONES:

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el manejo de reactivos de
laboratorio. Deshacerse de los desechos observando todas las normativas locales,
regionales y nacionales. Consultar la Hoja de datos de seguridad del material para obtener
cualquier informacion actualizada sobre riesgos, peligros o seguridad.

Los portaobjetos de control TISSUE-TROL tricrémico son de tejido humano embebido
en parafina con tejido de coldgeno y muscular, y deben ser considerados como
potencialmente infecciosos.

Declaracion de riesgos y seguridad (EE.UU.)

Solucién de tincién tricromica LG — Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

Solucién de tincién tricromica AB — Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

El alcohol reactivo es INFLAMABLE e IRRITANTE. Irritante para los ojos, sistema
respiratorio y piel. Mantener el envase bien cerrado. Mantener alejado de las llamas —
no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atencién médica. Llevar ropa protectora adecuada. Organos a los
que afecta: nervios e higado.

El xileno es INFLAMABLE y PERJUDICIAL. Posible riesgo de infertilidad. Puede
causar danos al feto. Perjudicial por inhalacién y por contacto con la piel. Irritante para
el sistema respiratorio y la piel. Riesgo de dafio grave para los ojos. Mantener alejado
de las llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente
con agua abundante y buscar atencién médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes
y proteccién para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar
atencién médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solucion de Bouin es PERJUDICIAL. Explosiva cuando esta seca. Perjudicial por
inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestion. Evidencia escasa de efectos
carcinégenos. Puede causar sensibilizacion por contacto con la piel. Irritante para los
ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de accidente o de malestar, buscar atencién
médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica. Usar
ropa protectora adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el rostro. Utilizar sélo en
zonas bien ventiladas. Guardar en un lugar cerrado y fuera del alcance de los nifios.
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La solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte A, es INFLAMABLE e
IRRITANTE. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. Mantener alejada de las
llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atencién médica. Llevar ropa protectora adecuada. Organos a los
que afecta: nervios e higado. )

La solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte B, es TOXICA. Téxica por
inhalacion. Provoca quemaduras. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencién médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Las soluciones de hematoxilina de Gill son PERJUDICIALES. Perjudiciales en caso
de ingestion. Irritantes para el sistema respiratorio y la piel. Riesgo de dafio grave para
los ojos. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atencién médica. Llevar ropa protectora adecuada. Organos a los
que afecta: higado y rifiones.

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente. Precaucién: Sustancia en
proceso de prueba.

La solucién de acido acético 1N es CORROSIVA. Provoca quemaduras graves. En
caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atencién médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes y proteccién para los ojos y
el rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica inmediatamente
(mostrar la etiqueta si es posible). Organos a los que afecta: rifiones y dientes.

Declaracion de riesgos y seguridad (U.E.)

Solucion de tincion tricrémica LG — Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

Solucion de tincion tricrémica AB — Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

El alcohol reactivo es ALTAMENTE INFLAMABLE e IRRITANTE. Altamente
inflamable. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. Mantener el envase bien
cerrado. Mantener alejado de las llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos,
enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica. Llevar ropa
protectora adecuada.

El xileno es PERJUDICIAL. Inflamable. Perjudicial por inhalacién y por contacto con
la piel. Irritante para la piel. Evitar el contacto con los ojos.

La solucién de Bouin es PERJUDICIAL. Explosiva cuando esta seca. Perjudicial por
inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestion. Evidencia escasa de efectos
carcindgenos. Puede causar sensibilizacion por contacto con la piel. Irritante para los
ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencion médica. Este material y su
envase deben desecharse de forma segura. Usar ropa y guantes protectores adecuados.

La solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte A, es ALTAMENTE
INFLAMABLE e IRRITANTE. Altamente inflamable. Irritante para los ojos, sistema
respiratorio y piel. Mantener alejada de las llamas — no fumar. En caso de contacto con
los ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica.
Llevar ropa protectora adecuada.

Las soluciones de hematoxilina de Gill son PERJUDICIALES. Perjudiciales en caso
de ingestion. Irritantes para los ojos. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica.

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente. Precaucién: Sustancia en
proceso de prueba.

Soluciones de acido acético 1N. Evitar el contacto con la piel y los ojos. En caso de
contacto con la piel, desprenderse inmediatamente de todas las ropas contaminadas,
lavarse con agua abundante y buscar asistencia médica. No inhalar los vapores.

PROCEDIMIENTO

RECOGIDA DE LA MUESTRA:

Se recomienda que la recogida de la muestra se lleve a cabo de acuerdo con las
directrices del documento M29-A2 de la NCCLS. Ningin método de prueba puede
garantizar la completa seguridad de que las muestras de sangre o tejido no transmitan
infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o muestras de tejido deben
considerarse potencialmente infecciosos.

Puede utilizarse cualquier seccion cortada con un grosor de 5 micras o0 menos, bien
fijada con parafina.

MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO:

Los portaobjetos de control positivo, tal como TISSUE-TROL tricrémico de Sigma, nimero
de catalogo T 8800, deben utilizarse en cada proceso.

Solucién de &cido acético 1N

Solucién de Bouin, numero de catalogo HT10-1-32 o HT10-1-128, acido picrico acuoso
saturado, 71 %, formaldehido, 24 %, y acido acético, 5 %

SOLO PARA PROCEDIMIENTOS ESTANDAR:
Solucion de hematoxilina férrica de Weigert, nimero de catalogo HT10-79
Solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte A, nimero de catalogo HT10-7,
hematoxilina, 1 %, certificada en etanol
Solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte B, nimero de catédlogo HT10-9,
cloruro férrico, 1,2 % (p/v) y &cido clorhidrico, 1 % (v/v)

SOLO PARA PROCEDIMIENTOS CON MICROONDAS:

SOLUCION DE HEMATOXILINA DE GILL N¢ 3, ndmero de catalogo GHS-3

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente, nimero de catalogo S 5134

Horno microondas ACCUMATE™ H2100, nimeros de catalogo A 9084 (110 v) o A 9209
(220 v)

NOTAS:

Si se utiliza el horno microondas H2100 de Sigma-Aldrich, véanse las instrucciones
en el Manual del propietario.

Los datos obtenidos mediante este procedimiento sélo sirven como ayuda en
el diagnostico y deben ser revisados junto con otras pruebas clinicas o informacion
de diagndstico.




PROCEDIMIENTO ESTANDAR:

1. Preparar la soluciéon de hematoxilina férrica de Weigert segun las instrucciones
indicadas en la etiqueta.
Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.
Colocar los portaobjetos en solucién de Bouin precalentada at 56 °C durante
15 minutos o a temperatura ambiente durante la noche.
Enfriar los portaobjetos en agua del grifo (1826 °C), dentro de un vaso de Coplin.
Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo para eliminar el amarillo de
los cortes.
Tefir en solucién de hematoxilina férrica de Weigert durante 5 minutos.
Lavar durante 5 minutos con agua corriente del grifo.
Tefir con solucién de tincién tricromica (LG o AB) durante 5 minutos.
Colocar en acido acético al 0,5 % durante 1 minuto.
10. Aclarar los portaobjetos, deshidratar en alcohol, aclarar en xileno y montar.

PROCEDIMIENTO CON MICROONDAS ACCUMATE™ H2100

1. Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.

2. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de Bouin, dentro de un vaso de Coplin

de plastico. Tapar el vaso sin apretar la tapa, o utilizar tapas con agujeros.

3. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 25 segundos. Agitar la
solucién con una pipeta Beral o una varilla aplicadora, y dejarla incubar durante
5 minutos debajo de una campana extractora o en una zona con buena ventilacion.
Aclarar con agua corriente del grifo hasta que desaparezca el color amarillo.
Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucidon de hematoxilina de Gill N® 3, dentro de
un vaso de Coplin de plastico.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 5 segundos.

Aclarar bien con agua corriente del grifo de 30 segundos a 1 minuto.

Azular en concentrado de Scott sustituto del agua corriente a temperatura

ambiente.

9. Aclarar bien con agua corriente del grifo.

10. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de tincion tricrémica (LG o AB), dentro
de un vaso de Coplin de plastico.

11. Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 15 segundos. Agitar
cuidadosamente la solucién con una pipeta Beral o una varilla aplicadora. Dejar
incubar durante 1 minuto.

12. Aclarar rapidamente con agua del grifo.

13. Sumergir los portaobjetos en &cido acético al 1 % de 30 segundos a 1 minuto, a
temperatura ambiente.

14. Aclarar los portaobjetos, deshidratar en alcohol, aclarar en xileno y montar.
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CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

Nucleos — De azul a negro
Colageno — Verde (LG) o azul (AB)
Citoplasma, muscular — Rojo

Si los resultados observados varian de los esperados, pongase en contacto con el
Servicio Técnico de Sigma-Aldrich.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan con la informacién contenida
en ésta y otras publicaciones de Sigma-Aldrich. EI comprador debe determinar la
idoneidad de los productos para su uso particular. Es posible que deban aplicarse
términos y condiciones adicionales. En el reverso de la factura o del albaran se incluyen
los términos adicionales y las condiciones de venta.
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