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Uso previsto

Hematoxilina de Harris es la solucién mas utilizada en el ambito de la histologia y la
citologia. Es el reactivo que pone de manifiesto las estructuras nucleares de la célula,
nucleoproteinas o acidos nucleicos, en muestras de tejido fijado y parafinado, extendi-
dos citolégicos y muestras de tejidos congelados.

Principio

La Hematoxilina es un compuesto que por efecto de su oxidacién pasa a constituir una
sustancia de color morado oscuro denominada "hemateina”. La hemateina es la que le
confiere propiedades tintoriales a la solucién de Hematoxilina.

La Hematoxilina de Harris Solucién cuenta con un agente oxidante y un mordiente en
su composicién. Su modo de accion es de tipo “regresivo”, sobretifiendo la muestra
para luego eliminar el exceso de colorante en pasos de diferenciacion rapidos.

La coloracion azul del nucleo celular se produce por la unién del complejo catiénico
aluminio-hemateina que es atraido a los aniones de fosfato presentes en el ADN de las
células. Lo mismo ocurre con los residuos de arginina (aminodacido basico) de las
histonas nucleares.

Reactivos y presentacion
Botella 1000 mL Cat. 2000083207
Botella 500 mL Cat. 2000083208

Materiales auxiliares no suministrados

+ Solucion Diferenciadora (opcional)

+ Solucion de Acido Clorhidrico al 3 % en Alcohol 70 %.

+ Solucioén azulante o Bluing (opcional)

+ Agua de Scott o Solucién Alcalina débil, 6 Solucién de 0,5 g de Carbonato de Litio en
1000 mL de Agua desmineralizada o destilada.

Contratincion

+ Eosina amarillenta 0,5 % Acuosa (Biopack cat. N° 2000937100)

+ Eosina amarillenta 0,5 % Alcohdlica (Biopack cat. N° 2000937000)

+ Eosina Amarillenta Alto Contraste (Biopack cat. N° 2000936900)

+ Etanol 96° o Deshidratante 90° (Biopack cat. N° 2000938300)

+ Etanol absoluto 100° o Deshidratante 100° (Biopack cat. N° 2000948300)
+ Xileno o sustituto Bioclear (Biopack cat. N° 2000942700)

+ Balsamo de Canada sintético (Biopack cat. N° 2000130300)

+ Cubreobjetos

Preparacion del reactivo

Hematoxilina de Harris Solucién es un producto listo para usar.

Una vez abierto el envase no es necesario el filtrado del producto.

Luego de abierto y estando en uso en cubeta de tincién se recomienda filtrar la solucién
antes de usar.

Preparacion de muestras

1. Cortes histoldgicos parafinados o de tejido fresco montados en portaobjetos

2. El espesor de los cortes histolégicos debe ser el adecuado para evitar la superposi-
cion celular. Se recomienda entre 3y 5 micrones.

3. En el caso de cortes histolégicos congelados o extendidos citoldgicos previamente
fijados, proceder desde el “paso 5" del procedimiento:

Protocolo de Tincion Hematoxilina - Eosina

Procedimiento de tincion de Hematoxilina y Eosina para cortes histoldgicos fijados y
parafinados.

El espesor de los cortes histoldgicos estandar debera ser de entre 3y 6 micrones para
lograr una correcta visualizacion de células minimizando la superposicion.

Técnica de Uso

1. Desparafinar los cortes / laminas por inmersiéon en 2 cambios de Xilol (cod.
2000166200) o Bioclear (cod. 2000942700) de 15 minutos cada uno.

2. Hidratar los cortes con sucesivos pasajes por alcoholes (Alcohol Etilico absoluto
cod. 2000165400, Alcohol Etilico 96° cod. 200093750) o Deshidratantes Uso Histoldgi-
co (Deshidratante 80° cod. 2000938200, Deshidratante 90° cod. 2000938300,
Deshidratante 100° cod. 2000948300), con graduacion decreciente terminando con un
lavado por inmersion en Agua desmineralizada (cod. 2000140110), durante 2 a 3
minutos.

3. Tedir por inmersion en solucién de Hematoxilina (Hematoxilina de Harris cod.
2000083200, Hematoxilina de Mayer cod. 2000948900, Hematoxilina de Gill (I) cod.
2000937400, Hematoxilina de Gill (1) cod. 2000949100, Hematoxilina de Gill (Ill) cod.
2000110100) (*1).

4. Proceder con el virado por inmersién en Agua corriente, durante al menos 5
minutos(*2).

5. Realizar una lavado por inmersién en Agua desmineralizada (cod. 2000140110).

6. Tefiir con solucion de Eosina Amarillenta (Eosina amarillenta 0,5 % cod. 2000110500,
Eosina amarillenta 0,5 % acuosa cod. 2000937100, Eosina amarillenta 0,5 % alcohdlica
cod. 2000937000, Eosina amarillenta Alto Contraste cod. 2000936900) (*3).

7. Realizar un lavado rapido por inmersién en Agua Destilada (cod. 2000140110).

8. Deshidratar los cortes con sucesivos pasajes por Alcoholes (Alcohol Etilico absoluto
cod. 2000165400, Alcohol Etilico 96° cod. 200093750) o Deshidratantes Uso Histologi-
co (Deshidratante 80° cod. 2000938200, Deshidratante 90° cod. 2000938300,
Deshidratante 100° cod. 2000948300), con graduacion creciente.

9. Aclarar los cortes / laminas por inmersion en 2 cambios de Xilol (cod. 2000166200)
o Bioclear (cod. 2000942700). Al menos dejar aclarando en reposo durante 5 minutos.
10. Realizar el montaje final con cubreobjeto y Balsamo de Canadéa sintético (cod.
2000130300).

Resultados

Nucleo celular: Violeta azulado
Citoplasma: Rosa palido o fuerte
Tejido muscular: Rojo, Rosa o Fucsia
Eritrocitos: Rojo anaranjado

(*1) Para el procedimiento de tincion Hematoxilina - Eosina, existen varias opciones de
solucion de Hematoxilina, todas ellas se aplican de manera similar en la técnica, con
variantes en los tiempos de tincién.

(*2) El virado puede acelerarse con agua corriente caliente o aplicando soluciones
azulantes.

(*3) Para el procedimiento de tincién Hematoxilina - Eosina, existen varias opciones de
solucion de Eosina, todas ellas se aplican de manera similar en la técnica, con
variantes en los tiempos de tincién.

Notas técnicas

1. El tiempo de tincion puede variar segun las preferencias de intensidad tonal del
usuario.

2. Luego de un uso intensivo del producto, podrian ajustarse los tiempos de accion del
colorante o renovar la solucion.

3. Los nucleos de color purpura o marrdn rojizo son indicativos de un virado o azulado
inadecuado.

4. El resultado de la tincion puede verse influenciado por factores como la fijacion y los
tiempos de inmersion en sus componentes

5. El agua corriente del grifo en algunos caso puede ser de tipo acida por lo tanto
inadecuada para su uso en la etapa de virado o azulado; en reemplazo utilice una
solucién alcalina diluida.

6. De ser excesiva la tincion con eosina podria verse afectado su adecuado contraste
con la tincion nuclear. Para aumentar la diferenciacion de la eosina, extienda el tiempo
en los pasos por alcoholes de deshidratacion o realice un lavado en alcohol al 70%
luego de su aplicacion.

Tiempos de tincion

Hematoxilina de Harris (cod. 2000083200): 1/ 2 minutos.

Hematoxilina segun Gill (1) (cod. 2000937400): 5/ 10 minutos.

Hematoxilina segun Gill (1) (cod. 2000949100): 2 / 5 minutos.

Hematoxilina segun Gill (I1l) (cod. 2000110100): 2 / 5minutos.

Hematoxilina de Mayer (cod.2000948900): 10 / 15 minutos.

Se recomienda que el usuario realice ensayos de puesta a punto en los tiempos de
tincién, para lograr la intensidad deseada. Los tiempos de aplicacion recomendados
son a modo referencial.

Eosina Amarillenta 0,5 % (cod. 2000110500): 5/ 10 minutos.

Eosina Amarillenta 0,5 % Acuosa (cod. 2000937100): 3/ 5 minutos.

Eosina Amarillenta 0,5 % Alcohdlica (cod. 2000937000): 1/ 3 minutos.

Eosina Amarillenta Alto Contraste (cod. 2000936900): 15 segundos / 1 minuto.

Se recomienda que el usuario realice ensayos de puesta a punto en los tiempos de
tincion, para lograr la intensidad deseada.

Tincion segun Papanicolau
Protocolo de Tincién segun Papanicolaou

Colorantes y reactivos necesarios

- Fijador Citolégico PATHOFIX (cat. 2000953000)

- Fijador Citolégico SACCOMANNO (cat. 2000948800)
- HEMATOXILINA de HARRIS (cat. 2000083200)

- HEMATOXILINA de GILL (1) (cat. 2000937400)

- HEMATOXILINA de GILL (I1) (cat. 2000949100)

- HEMATOXILINA de GILL (Ill) (cat. 2000110100)

- OG Citoldgico (cat. 2000937200)

- 0OG 6 (cat. 2000110200)

- EA Citoldgico (cat. 2000937300)

- EA 36 (cat. 2000110300)

- EA 50 (cat. 2000110700)

- DESHIDRATANTE 80° (cat. 2000938200)

- DESHIDRATANTE 90° (cat. 2000938300)

- DESHIDRATANTE 100° (cat. 2000948300)

- BIOCLEAR (cat. 2000942700)

- BALSAMO de CANADA SINTETICO (Cat. 2000130300)
- Alcohol Etilico 96°

- Alcohol Etilico absoluto

* Xilol

Descripcion

El método policromatico de tincion segin Papanicolaou es el mas utilizado para el
diagnéstico de muestras citoldgicas cérvico-vaginales, liquidos o fluidos obtenidos por
puncion, y exudados y secreciones corporales en la medicina humana.

Principio

El método PAP de tincién consta de tres etapas:

1. Tincién para visualizar los nucleos celulares, con solucion de Hematoxilina de Harris
o con solucién de Hematoxilina de Gill.

2. Tincién de citoplasmas celulares con solucion OG: presenta alta afinidad por
células maduras y queratinizadas, con un patrén de tincion de diferentes tonalidades
anaranjadas.

3. Tincion con solucién policroma EA: estos colorantes tifien en forma diferenciada los
citoplasmas de células escamosas maduras, inmaduras, células ciliadas y mucina.

Preparacion de muestras

Para lograr una satisfactoria preparacion citoldgica es necesario que la toma o recolec-
cién del material sea adecuada. Que el extendido del material no cuente con grandes
conglomerados de material (superposicion celular). Esto dificulta la fijacidn, la correcta
tincion y la posterior visualizacién al microscopio.

Fijacion

1. Citologia ginecoldgica: realizar la fijacién de la muestra inmediatamente después de
realizado el extendido sumergiendo en Alcohol Etilico 96° o rociando con Fijador
Citoldgico Pathofix. Continuar con procedimiento de tincion.

2. Citologia oncolégica y/o ginecoldgica: Agregar solucién de Fijador de Saccomano a



igual volumen de muestra, homogenizar y dejar fijar durante 60 minutos. Centrifugar,
realizar extendidos citoldgicos y dejar secar para lograr mayor adhesién de la muestra.
Continuar con procedimiento de tincion.

Procedimiento de tincion

1- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico 96° por 5 minutos.

2- Lavar en agua destilada, varias inmersiones.

3- Teilir con solucion de Hematoxilina de Harris o solucion de Hematoxilina de Gill (1),
de 40 segundos a 2 minutos (*1).

4- Virar en agua corriente 5 minutos.

5- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico 96°, varias inmersiones.

6- Teiiir con solucion OG Citoldgico durante 2 a 3 minutos (*2).

7- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico 96°, varias inmersiones.

8- Teiiir con solucion EA Citoldgico, de 1 a 2 minutos (*3).

9- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico 96° o Deshidratante 80°, varias inmersiones.

10- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico 96° o Deshidratante 90°, varias inmersio-
nes.

11- Sumergir los extendidos en Alcohol Etilico absoluto o Deshidratante 100°, varias
inmersiones.

12- Sumergir los extendidos en Xilol o Bioclear (sustituto del Xilol), varias inmersiones
y dejar reposar 3 minutos.

13- Sumergir los extendidos en Xilol o Bioclear (sustituto del Xilol), varias inmersiones
y dejar reposar 10 minutos.

14- Montar con Balsamo de Canada Sintético y cubreobjetos. En el caso de montar con
Bioclear, se recomienda eliminar el exceso de aclarante, para que el balsamo se
disperse y cubra por completo la muestra al colocar el cubreobjeto.

15- Observar al microscopio.

(*1) Alternativamente se puede utilizar en el proceso de tincién las soluciones de
Hematoxilina de Gill (1l) y Hematoxilina de Gill (11l). El usuario debera ajustar el procedi-
miento y tiempos de tincién seguln su experiencia, para el uso de estas soluciones.
(*2) Alternativamente se puede utilizar en el proceso de tincion la solucién OG 6 . El
usuario deberd ajustar el procedimiento y tiempos de tincién segun su experiencia, para
el uso de esta solucion.

(*3) Alternativamente se puede utilizar en el proceso de tincion la solucion EA 36 y EA
50. El usuario debera ajustar el procedimiento y tiempos de tincion segun su experien-
cia, para el uso de estas soluciones.

Resultados

Nucleos: Azul

Células superficiales: Rosa
Células Aciddfilas: Rojo
Células Intermedias y parabasales: Azul
Células basdéfilas: Azul
Eosindfilos: Naranja-Rojo
Eritrocitos: Rojo-Naranja
Candidas: Rojo
Queratina: Naranja-Rojo
Trichomonas: Verde-Azul

Recomendaciones

El tiempo de tincién de la Hematoxilina de Harris o de la Hematoxilina de Gill debe ser
riguroso y periédicamente revisado, para no provocar fenémenos de hipercromasia.
Los colorantes OG y EA actuan por saturacion. Los tiempos de tincion del presente
protocolo son estimativos pudiendo ser modificados y puestos a punto por cada
usuario segun los habitos y modalidades de trabajo.

Precauciones

Se deben seguir las precauciones habituales ejercidas en el manejo de reactivos de
laboratorio. Referirse a la Hoja de Seguridad del producto para obtener informacion
sobre riesgo, peligro o medidas de seguridad.

Solamente para uso profesional

El uso y aplicacion de este tipo de reactivos debe ser realizado por personal especiali-
zado. El usuario debera cumplir las directivas locales sobre seguridad en el trabajo y
aseguramiento de la calidad.

Proteccion contra infecciones

El profesional a cargo del uso o aplicaciéon debera contar con equipamiento de
proteccion eficaz contra infecciones de acuerdo con las directivas de trabajo estable-
cida en laboratorios asistenciales o de investigacion.

Indicaciones para la eliminacion de residuos

Las soluciones usadas y las soluciones caducas deben eliminarse como desecho
peligroso, cumpliendo con las regulaciones locales, estatales, provinciales o naciona-
les acerca del manejo de este tipo de residuos. El envase del producto debe ser
eliminado de acuerdo con las directivas vigentes de eliminacién de residuos.

Clasificacion de substancias peligrosas
Tener en cuenta la clasificacion de substancias peligrosas en la etiqueta y las
indicaciones en la ficha de datos de seguridad.

Todos nuestros productos cuentan con su correspondiente ficha técnica y de
seguridad, disponibles en forma on line: https://www.biopack.com.ar

Estabilidad y almacenamiento

Almacenar el reactivo a temperatura ambiente (entre 15°C a 30°C) y protegido de la luz.

La solucién es estable hasta la fecha de vencimiento que se declara en la etiqueta.
Si el tiempo de tincion se vuelve excesivo o si el color de la solucion cambia de ciruela
a azul o marrdn, descarte la solucion.

Informacion para el consumidor

El producto esta garantizado por el fabricante hasta su fecha de vencimiento si se lo
transporta y almacena en las condiciones prescriptas. Ante cualquier consulta, el
fabricante puede ser contactado personalmente, por email o por teléfono o ingresando
en www.biopack.com.ar solapa de contacto

Referencias

- Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and Marilyn Gamble,
6th Edition.

- Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich, 2015,
Springer-Verlag Berlin Heidelberg

- Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forces Institute of Pathology,
3rd ed., LG Luna, Editor, McGraw Hill, New York, 1968

Consultar instrucciones de uso en www.biopack.com.ar

Numero de catalogo

Reactivo de Uso in Vitro
Elaborador

Consultar instrucciones de uso

Contiene suficientes para <n> pruebas

<4HE[EE

Elaborado por:
SISTEMAS ANALITICOS S.A.

Sistemas

Ruta Nacional 9 km 105,5.
(2800) Zarate, Provincia de Buenos Aires, Republica Argentina.

Analiticos

Director técnico: Marcelo L. Palacios, Farmacéutico M.N. 12407.

Reactivo de Diagnostico de Uso in Vitro.
Producto autorizado por ANMAT, Certicado PM-1132-7.
Uso profesional exclusivo



