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Glosario

Anticuerpo

Proteinas sintetizadas por células del sistema inmune.

Antigeno

Cualquier sustancia (como una proteina o toxina) que el sistema
inmMunitario reconoce como extrana o potencialmente peligrosa.
Artefacto

Alteracion artificial producida durante el procesamiento de la muestra
gue puede dificultar su interpretacion.

Biopsia

Extraccion de una pequena porcion de tejido para analizarla al
microscopio y ayudar al diagndstico de una enfermedad.

Biopsia excisional

Se extirpa la lesion o noédulo completo, a menudo con un pequeno borde
de tejido sano alrededor (margen).

Biopsia incisional

Se extrae solo un fragmento o "pedazo" de la lesidon junto con algo de
tejido sano.

Casete de inclusién

Pequeno contenedor donde se colocan los fragmentos de tejido para su
procesamiento.

Citologia

Estudio de células obtenidas de liquidos o secreciones corporales.
Citospray

Solucion en aerosol utilizada en laboratorios para preservar muestras
celulares.

Descalcificacion

Proceso mediante el cual los huesos pierden calcio, el mineral que les
otorga dureza y estructura, volviéndolos mas porosos y suaves para poder
cortarlos.

Efusion

Acumulacion anormal de liquidos corporales en un espacio o cavidad
cerrada, como la pleura (efusion pleural) o el pericardio (efusion
pericardica).

Espécimen

Muestra de tejido, érgano o liquido obtenida del paciente para su estudio
en el laboratorio.



Glosario

Esputo

Secrecidon mucosa espesa producida en los pulmones y vias respiratorias
inferiores que se expulsa al toser.

Fijacion

Proceso en el que la muestra se conserva con sustancias quimicas para
evitar su deterioro.

Formol bufferado

Solucion utilizada para preservar tejidos y mantener sus estructuras
celulares.

Fase pre-analitica

Abarca todos los procesos previos al analisis de laboratorio: desde la
solicitud médica y preparacion del paciente, hasta l|la recoleccion,
transporte y preparacion de la muestra.

Fase analitica

Es el conjunto de procedimientos técnicos realizados dentro del
laboratorio que consisten en el procesamiento, medicidon y analisis de una
muestra bioldgica.

Histopatologia

Estudio microscopico de tejidos y 6rganos para identificar enfermedades.

Histoquimica

Reacciones quimicas y métodos de microscopia para identificar, localizar
y cuantificar moléculas especificas en un tejido.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Técnica que identifica proteinas especificas en el tejido para ayudar al
diagnostico y tratamiento.

Irrigacién sanguinea

Proceso por el cual la sangre oxigenada y rica en nutrientes llega a todos
los tejidos y érganos del cuerpo.

Isquemia

Periodo en el que el tejido deja de recibir oxigeno y nutrientes después de
ser extraido o durante cirugia.

Margen quirdrgico

Borde del tejido retirado durante una cirugia que se evalla para
determinar si una lesion fue eliminada por completo.

Morfologia celular

Forma, tamano y caracteristicas de las células.



Glosario

Morfologia tisular

Es la rama de la biologia y la medicina que estudia |la estructura, formay
organizacion de los tejidos bioldgicos.

Necrosis

Muerte de células o tejidos debido a dano o falta de irrigacion sanguinea.
Neoplasia

Crecimiento anormal de células que puede ser benigno o maligno.
Laminilla

Lamina de vidrio donde se coloca el tejido para ser observado al
MIicroscopio.

Oncolégico

Relacionado con el estudio, diagnostico o tratamiento del cancer.
Papanicolaou convencional

Prueba ginecoldgica donde se recolectan células del cuello uterino con
una espatula y un cepillo, y se extienden directamente sobre una placa de
vidrio.

Parafina

Sustancia soélida utilizada para dar soporte al tejido y permitir realizar
cortes muy delgados.

Patélogo

Médico especialista en el diagndstico de enfermedades mediante el
analisis de células, tejidos y liquidos corporales (como biopsias o
citologias).

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Es una técnica de biologia molecular que crea millones de copias de un
segmento de ADN especifico.

Pieza quirurgica

Tejido u érgano retirado parcial o totalmente durante una cirugia para su
evaluacion histopatoldgica.

Secrecion

Produccion y liberacion de sustancias (como liquidos, moco o enzimas)
por parte de células o glandulas del cuerpo.

Secuenciacion

Es una técnica de laboratorio utilizada para descifrar el orden exacto de
los nucledtidos (A, T, C, G) gue componen el ADN.



Glosario

Sustrato cromogénico

Molécula sintética e incolora disefada para ser degradada por una
enzima especifica, que al interactuar con dicha enzima, libera un grupo
guimico coloreado (cromodforo) que permite identificar y cuantificar la
presencia de dicha enzima.

Tejido

Conjunto organizado de células similares que trabajan en conjunto para
cumplir una funcioén especifica en el cuerpo de un ser vivo.

Tisular

Adjetivo utilizado para hacer referencia a todo aquello perteneciente o
relativo a los tejidos organicos de plantas o animales.

Tincién

Es una técnica de laboratorio que consiste en aplicar colorantes a células
o tejidos.

Transoperatorio

Estudio realizado durante una cirugia para proporcionar informacion
rapida al cirujano.

Volatil

Describe algo inestable que cambia, desaparece o se evapora con rapidez.



Fase preanalitica

R T
La recepcidon de la muestra es una etapa critica dentro del
procesamiento histoldégico, ya que de ella depende la correcta

identificacion del paciente, la integridad del espécimen y la calidad del
diagnodstico final emitido por el patdlogo.

Cada muestra debe estar acompanada
de una solicitud llenada con la siguiente 8inepat
InformaCIén = Laboratorio de Patologia
Nombre, edad y sexo del paciente
DATOS DEL PACIENTE
Médico solicitante o

Médico solicitante:
Espécimen quirurgico ——— =
jagnoéstico clinico:
Fe C h a d e | a to m a Fecha de la toma: Teléfono: Correo Electrénico:
. . . Método de pago: Factura: Fecha de recepcion: Recibe:
Teléfono y correo electronico

Datos clinicos

SOLICITUD DE ESTUDIO

DATOS CLINICOS

El envase que contiene la muestra debe
estar correctamente etiquetado y ser
- legible. La etiqueta debe incluir:

inepa B e« Nombre y edad del paciente
e e Fechadelatoma
Hag; a2 L .
e — * Espécimen
KCD‘._‘________—______/‘

e Médico

Es obligatorio verificar que los datos de la solicitud coincidan con
la informacion de la etiqueta del recipiente.

Cualquier irregularidad debe resolverse antes de continuar con
el procesamiento, ya que errores en la identificacion pueden
comprometer el diagndstico y la seguridad del paciente.




Fase preanalitica

Fijacion

Las muestras deben recibirse en el medio de fijacion adecuado segun

el tipo de espécimen quirurgico.
Una fijacion correcta es fundamental para preservar la morfologia
tisular y permitir una adecuada evaluacion microscopica.

Tipo de muestra

Fijador

Biopsias de tejido

Biopsia incisional, excisional,
endoscopicas y

Formol bufferado al
10%, la muestra debe

liquidos corporales
Nno ginecoldgicos.

Aspirado, lavado y/o
cepillado bronquial y biliar
Aspirado por aguja fina
(BAAF)

Efusiones
Citologia anal, bucal y uretral

y organos érganos totales o parciales estar cubierta "
completamente
Orina S
Esputo Liquidos en envase
Secreciones de seno En alcohol al 96% en
. . Secreciones de quistes relacion T:1 con la
Citologia de muestra.

Muestras en laminilla
Seran fijadas con
alcohol al 96% o fijador
en aerosol*.

Ginecologicas

Papanicolau convencional
Citologia liquida

Muestras en envase
con fijador a base de
etanol
Muestras en laminillas
Sera fijadas alcohol
etilico al 96%
sumergidas o con
citospray

Transoperatorio

Muestras de tejido fresco

Sin fijador

NOTA:

*El formol y el alcohol son sustancias volatiles, es decir, se evaporan facilmente. Por ello, si
hay poca cantidad o el recipiente no estd bien cerrado, pueden perder efectividad y
afectar la conservacion de la muestra.



Isquemia de la muestra:

;que ocurre antes de llegar al laboratorio?

Cuando se obtiene una biopsia 0 una muestra de tejido, esta deja de recibir
oxigeno y nutrientes porque ya no tiene circulacion sanguinea. A este
proceso se le conoce como isquemia (Bussolati et al., 2011).

Fases de la isquemia:

Isquemia caliente Isquemia fria

Periodo en el que el tejido Inicia cuando el tejido es extraido
permanece dentro del cuerpo sin del cuerpo y permanece a
irrigacion sanguinea, temperatura ambiente o)
generalmente durante cirugia y a refrigeracion, hasta ser colocado
~37 °C, antes de ser extraido. en el fijador. Mientras mas tiempo
Durante este periodo las células pase sin fijarse, mayor sera el dano
no reciben oxigeno ni nutrientes. celular (BMC Surgery, 2024).

cComo afecta a las células?
Cuando un tejido permanece mas de 15 minutos* sin fijarse después de su
extraccion, las células comienzan a degradarse. Esto puede provocar:

e Pérdida de detalles celulares

e Alteraciones en la forma y estructura del tejido

e Ruptura de células

e Aparicion de artefactos o cambios artificiales
Estos cambios pueden dificultar la interpretacion de la muestra (Rastogi et
al., 2013).
La isquemia también puede degradar proteinas importantes del tejido
debido a su sensibilidad a los cambios de temperatura y pH. Esto puede
afectar estudios de inmunohistoquimica (IHQ) y pruebas de biologia
molecular, como PCR o secuenciacion, ocasionando falsos negativos y poco
confiables. La conservacion adecuada de estas proteinas es fundamental, ya
gque algunas se utilizan para identificar enfermedades, seleccionar
tratamientos dirigidos en pacientes con cancer o detectar microorganismos
causantes de infecciones como la tuberculosis (Becette et al., 2014; Bass et

al., 2014)

NOTA:

*El tiempo de isquemia depende del tipo de tejido, ya que algunos son mas labiles que
otros. Ej. Las mucosas y el cerebro son tejidos altamente labiles que sufren cambios,
autoliticos irreversibles en menos de 10 minutos sin fijador.
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Laboratorio de Patologia

jCUIDA LA MUESTRA, CUIDA AL PACIENTE!

GUIA RAPIDA PARA EL MANEJO DE MUESTRAS PATOLOGICAS
El diagndstico preciso depende de TI. Un tejido mal preservado

es un diagnostico perdido. jCada minuto cuenta!

/N iRECUERDA SIEMPRE! /\

SI ES TEJIDO (biopsia o pieza) i SI ES LIQUIDO {{elagias, fauico

REGLA pe ORO: REGLA pe ORO:

Fijacion INMEDIATA en FORMOL Fijacion INMEDIATA en ALCOHOL

v Mezcla 1:1 con alcohol al 70% 0 96%

La fijacion debe ser en
los primeros g
5-10 MINUTOS

v Elformol debe cubrir 100% la pieza
(Relacion 10:1)

v jNunca uses agua destilada o
solucion salina!

ROTULADO {TIEMPO CRITICO!

v jCada minuto cuenta!

v Nombre, fecha, tipo
de muestra

otra cirugia.

v Podria requerir =" \

NOTA:
Esto aplica Unicamente para muestras destinadas a laboratorio de patologia. Si la muestra requiere
pruebas citoquimicas, microbioldégicas u otros analisis, el manejo y el medio de transporte es
diferente, por lo que se recomienda consultar antes con el laboratorio clinico.



Fase preanalitica

Registro en el sistema
interno

Después de que se recibe el espécimen, este se tiene que registrar en el
sistema del laboratorio, este proceso consiste en capturar tal y como dice
la solicitud, Identificacion del paciente, detalles del espécimen, datos
clinicos, médico tratante, fecha de toma de muestra y fecha de recepcion
en el laboratorio.

MNueva Biopsia

| |
| |
| |
I Nombre del Pacients: Medico: Identificador : I
| - |
| |
| |
| Edad: Fecha de Nacimiento: Sexo: |
|
I EM ARMOE o1y B Femening - |
| |
I Fecha de Recepcion Folio ; Expedients: I
I 2026-03-19 i I
| ! o |
| Ficha: Procedencia: |
| : |
| PEMER - I
| |
| Espécimen I
|
| |
|
I Contacto telefonico: Contacto telefénica no.2: I
| |
|
| |
| Mail #1 Mail 62 : I
| |
| |

o e e e e e e e e e e e e S S e e e e e s e e B S S B B e S S e o e e e o B S S Sl S S S S . e e e e

Una vez validado y guardado en el sistema, esté generara
automaticamente un identificador en la bitacora electrénica, asegurando
el seguimiento del espécimen.




Fase analitica

Examen macroscopico

Para el examen macroscopico de la muestra, es necesario el confirmar que
la pieza quirdrgica este correctamente identificada, incluyendo su
lateralidad y el procedimiento realizado, dichos datos se encuentran en la
solicitud.

El examen macroscopico dependera de dos aspectos de la muestra:

Tamafo: Organos completos Tipo: Algunos tejidos
O piezas grandes, requieren presentan una mayor

un mayor tiempo en formol
buffereado  (fijador), para
evitar la isquemia fria vy
conservar mejor la estructura
celular, ademas de que
algunos organos requieren de

dificultad en su fijacion, esto
debido a una alta densidad
celular (rindn, higado, utero),
la cantidad de tejido adiposo
presente en este (piel, mama)
O por un procedimiento previo

una diseccidn previa, para como una descalcificacion
que el fijador pueda penetrar (hueso) (Buesa & Peshkov,
mas rapido (utero)(Alberto, 2012, Prentg & Lyon, 1997).

2010).

Los criterios generales que evalua el examen macroscopico para las biopsias
y 6rganos completos sin un Diagnostico NO oncolégico son: peso, color,
apariencia (interna y externa) y medicién completa en tres dimensiones
(largo, ancho, alto), ademas de una descripcion detallada de la pieza
completa, resaltando las anormalidades presentas en la misma (pigmentos
anormales, inflamacion, lesiones vasculares, hipertrofia o hiperplasia) (Varma
et al,, 2023).




Fase analitica

Penetracion del formol

en el tejido

El tiempo promedio con el que el P e T
f | df d I s d d d = 4 DWUSIGNAICTT\"'ADELFIMDOR{AZULJ ': s -
ormol difunde por los tejidos de de o _ ;’f-_/ﬁy m',::' £, %
aproximadamente de 1 mm/hora . W 5,/# ’ w,

 TRANSICICIN DE FUACION :f//"

4 17 - 4 ey Ly L
gue aumentara gradualmente con el s 23%.%;”@_,5, &/
tiempo, recomendandose un tiempo =. 55 5 f,,‘._.'f' ‘

e . . o SIS A 5

de fijacion de piezas grandesesentre (= = = = = /,;, fli,'p'f_{; oS e 7
Sl b.-_“-f" e < g5 9 > i i -—-/ _’ ,__/;

12-24 horas (Rolls, 2012) a8l At AP

Representamo de Ia d|fu5|on del f'jador (azul) en las
diferentes capas de un tejido.

Tejido en proceso de fijacion Después de 24 horas en formol

El tejido ya esta fijado.

El formol ha penetrado
adecuadamente y el tejido estd
listo para el siguiente paso del
proceso.

El tejido esta crudo, sin fijar.

Es necesario realizar cortes para
que el formol pueda penetrar
adecuadamente

g ||]|||i'.|||III|| UL
e i K x nu 1)

——— —

No se puede procesar en
estas condiciones, el
formol no ha penetrado
lo suficiente.

Listo para procesar, el
tejido esta fijado y en
condiciones 6ptimas.




Fase analitica

Descalcificacion de tejidos

Es una técnica que consiste en eliminar los minerales del hueso u otro tejido
(calcificado) para poder obtener cortes en parafina de buena calidad,
preservando todos los elementos microscopicos esenciales (Rolls, 2013).

Antes del proceso de descalcificacion, el tejido Oseo debe estar
completamente fijado para conservar su morfologia tisular (elementos
celulares y fibrosos del hueso), del dano causado por los acidos utilizados como
agentes descalificadores  (Callis, 2008, Decalcification | Gross Pathology
Manual, s. ).

Existen tres tipos de descalcificadores
principales: los acidos fuertes (HCl 5-10%),
los acidos débiles (Acido formico 10%) vy los

q uelantes ( EDTA 10-] 4%) , ca da uno con | pnocesfomliscagss%ﬁl.clﬂmclmi .;TRANSICIGN MICROSCOPICA - COMPARACION H&E |

PICO
() urezagetivess W) | 4UEsO FIUADO (coNoAio,  HUESO DESCALCIFICADO

AGENTE DESCALCIFICANTE
(EDTA - pH 7.4)

ventajas y desventajas.

e Acido clorhidrico (5-10%):
Descalcificacion rapida (1-3 dias), pero
dana el tejido (hinchazén tisular),
desnaturaliza proteinas y acidos
nucleicos.

e Acido férmico (10%): Descalcificacion
mas lenta pero menos agresiva con el _ A }
tejido (3-8 dias), aunque con una e ofiion P osteobltoosatmoos

==

e o . %) e El HUESO FIJADO HUESD {
exposicion prolongada tiene los Q= (CONCALCO) DESCALCIFICADO

mismos efectos que un acido fuerte, , N
. El EDTA solo se une a los iones metalicos
suele combinarse con formol bufferado (Ca+) de la superficie del cristal de apatita,
para mitigar este riesgo. reduciendo este ultimo gradualmente
« EDTA (10-14%): Descalcificacion lenta (7- ~ €ntre mastiempo de contacto.
21 dias), mantiene integra la estructura
proteica y los acidos nucleicos. No se
recomienda para casos urgentes debido
a su lentitud.

NOTA: El tiempo en el que debe estar sumergido el tejido en el
descalcificador varia de acuerdo con el tamano (piezas pequenas requieren
menos tiempo <0.5 cm), grado de mineralizacion, técnicas de tincion.
Teniendo un tiempo promedio de 3-21 dias.




Fase analitica

Proceso del examen

macroscopico

O 1 Pesaje

Pesaje inicial de la pieza completa,

evaluacién de sus caracteristicas fisicas

Medicion O 2

Medicion de las tres dimensiones de
la pieza (largo, ancho y alto)

Corte longitudinal, para iniciar con el
protocolo de mapeo 'y corte,
especifico para el 6rgano.
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CECres
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interna

Mapeo de los componentes internos

A
L
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del érgano y captura de datos.

i

Casetes en

para el
inclusion

formol

siguiente

07

Reposo de los casetes en formol
de

proceso

04 Fotografia

Fotografia de los componentes tisulares
internos del érgano.

inepat.

)
o Laboratorio de Patologia

Protocolo de
muestreo

Corte del 6rgano, en base a protocolos
de muestreo, y llenado de casetes de
inclusion.




Inclusion en parafina

Consiste en remplazar el agua y los lipidos del tejido por parafina sélida,

proporcionando la consistencia necesaria para poder cortarlo en
laminas extremadamente finas, este procedimiento se puede hacer de
forma manual o automatizada en un procesador de tejidos
(Histoquinet) (Rolls, 2019, Pombal, s. f.).

Histoquinet (Procesador de tejidos)

Este es un equipo automatizado que realiza las etapas de
deshidratacion, aclaramiento e infiltracion de forma programada. Un
procesador puede completar todo este ciclo de forma auténoma,
normalmente durante la noche, dejando las muestras listas para la
inclusion en blogque a la manana siguiente.

Paso Reactivo LErlse DESCRIPCION DEL
Lty @) PROCESO

1 Formol bufferado al 10% 1-4

Peshidratacién: Eliminar el‘!
2.5 Alcohol 96% 1-1:30 Agua del tejido, |
remplazandola por alcohol. |

6-7 Alcohol absoluto 1- 1:30
8 Alcohol / Xilol T (Aclaramiento: Eliminar el
|
. ialcohol y preparar el tejidoi
9-10 Xilol 1 \para recibir la parafina. )
n-12 Parafina 1(58- 60 °C) \iinfiltracién: Reemplazar el

agente aclarante por,
iparafina liquida. j

Tiempo total: 13.5-16.5 horas




Fase analitica

Proceso de
inclusion en parafina

O Acomodo de

canastilla

Carga de la canastilla de aluminio con los
casetes resguardados en formol.

Encender 09
equlpo
Encender equipo
procesamiento de tejidos

1 O Inicio
histoquinet

Colocar la canastilla al inicio del tren

del equipo.




1 1 Programacion

Programar el equipo e iniciar el proceso.

Fin del 1 z
proceso
Terminado el proceso,
retirar la canastilla del tren
del equipo, y dejarla

reposar en un recipiente
con parafina caliente

Tiempo de fijacion en formol (previa al Histoquinet)
12-24 horas
Tiempo en el procesador de tejidos (Histoquinet)
13.5-16.5 horas



Fase analitica

Bloqueo en parafina

Este procedimiento consiste en la formacion del bloque de parafina, que
servira como soporte del tejido durante el fase de corte en el microtomo.
Para este proceso se requiere de un dispensador de parafina liquida, un
mechero de gas o alcohol, moldes de acero inoxidable (platinas) y pinzas de
acero inoxidable (Rolls, 2021) .

Durante la inclusion hay 3 aspectos que no se deben de perder de vista:
colocacion, orientacion y bloqueo final.

~Orientacion
El tejido se acomoda, de acuerdo a las capas
_tisulares que se quieren ve.

Incrustacion

Se introduce el tejido en el fondo de la
platina, de una forma en la que se reduzca la
tension mecanica durante el corte.

Bloqueo

Se coloca encima el casete de plastico (que
servira como base) y se rellena con mas
parafina liquida.

s

ACOMODO DEL TEJIDO EN LA CHAROLA § CORTE MICROSCOPICO Y VISUALIZACION &
X

ACOMODO PREVIO )
A LA INCLUSION

MUESTRA DE PIEL

= ~—— CAPA SUPERFICIAL
(EPIDERMIS)

- CAPA PROFUNDA

== (perms) L
MUESTRA DE \
TUBO DIGESTIVO| |—-

1z ORIENTACION CORRECTA: ORIENTACION CORRECTA:  ORIENTACION
(MUCGSA) PIEL EN CAPAS INTESTINO TRANSVERSAL  INCORRECTA

Portacbjetos
final

™ SUPERFICIE
EXTERNA
(SEROSA)
i

' LA ORIENTACION DETERMINA

Acomodar el tejido plano para ver capas,
o perpendicular para un corte transversal 5 LAS CAP‘%S VISIBLES 7 INCORRECTA




Fase analitica

Proceso bloqueo en
parafina

Elegir platina

Abrir el casete con el tejido y escoger

una charola de acero, lo
suficientemente grande para que el
tejido entre adecuadamente.

1 Llenar con
parafina

En la misma charola de acero, depositar
un poco de parafina caliente




Acomodar en
platina

Con ayuda de unas pinzas, colocar el
tejido dentro de Ila charola con
parafina, orientandolo
adecuadamente.

¥ inepat
[ ] p
Laboratorio de Patologia

1 6 Bloque

Colocar la parte rigida del casete, encima
de la charola de acero, con el objetivo de
formar el bloque de parafina

¥ inepat
® p
Laboratorio de Patologia

1 7 Plancha fria

Después del bloqueo, los bloques se pasan a
una plancha fria, que normalmente tiene una

temperatura -6 a -10°C, con el fin de solidificar

la parafina.

19




Fase analitica

18.Corte en microtomo

Un micrétomo es un instrumento de precision utilizado en un
laboratorio de patologia para cortar muestras de tejidos bioldgicos en
secciones extremadamente delgadas. (Spencer & Bancroft, 2008)

Cabezal de orientacion

Portamuestras

Volante

Freno de volante

Pantalla tactil

Bandeja de deshechos

Portacuchillas

Base del portacuchillas

Primero, se toma el bloque de
parafina y se sujeta en el
portamuestras. Debes
“‘desgastar” el bloque, es decir,
girar el volante rapidamente
para eliminar el exceso de
parafina hasta que aparezca la
superficie del tejido. En el
laboratorio lo realizamos a 30
micras.




Se gira el volante con un movimiento
constante. No puedes detenerte a
mitad del giro ya que quedaran
marcas en el corte. Al bajar el bloque
contra la cuchilla se desprende una
lamina. Este corte se hace 25 a 4
micras

Con mucho cuidado, se
puede apoyar con un
pincel fino o unas pinzas,
despegas las cintas y las
dejas flotar en el bano de
flotacion  (agua tibia
~40°C). El calor estirara
las arrugas del corte.
Finalmente “pescas” la
seccion con un
portaobjeto.

Se debe cuidar la temperatura del agua (40°C idealmente) si estd muy
alta o baja pueden generarse grietas en los cortes o romperlos.

Por dltimo, se colocan las laminillas en una canastilla listas para
desparafinar.




Fase analitica

19. Desparafinado

Los cortes montados en las laminillas
contienen una gran cantidad de parafina,
este debe ser eliminado.

Se logra sometiendo las Ilaminillas a
temperaturas altas de ~100 °C por 20
minutos, con el fin de derretir la parafina y
exponer exclusivamente el tejido. (Lema,
2019).

Pasado el tiempo de desparafinado se sumergen:

El xilol actia como agente aclarante para disolver y extraer residuos de
parafina. El alcohol absoluto disuelve el aclarante. El agua retira los restos de
alcoholes y que las laminillas estén listas para tenirse. (Lema, 2019). e



Fase analitica

20.Tincion de rutina

Hematoxilina- Eosina

La tincion de hematoxilina y eosina (H&E) es |la técnica histoldgica de rutina
mas utilizada en el laboratorio, ya que permite evaluar de manera general la
morfologia de los tejidos y establecer un diagndstico inicial.

La hematoxilina es un colorante basico que tife estructuras basodfilas
(Acidas), principalmente los nucleos, en tonos azul-violeta, mientras que la
eosina es un colorante acido que tifle componentes eosindfilos (basicas)
como el citoplasma y la matriz extracelular en tonalidades rosadas (Megias
et al,s.f).

Después del desparafinado e hidratacion de las laminillas el siguiente paso
es la tincion.

El corte se sumerge en
hematoxilina de Harris durante
5 a 10 minutos, lo que permitira
fm tehiir los nucleos.
Posteriormente, se lava con
agua potable filtrada para
eliminar el exceso de colorante

Después se realiza la
diferenciacion, donde el corte se
sumerge en alcohol acido para

quitar el exceso de hematoxilina y
mejorar el contraste nuclear. Se
vuelve a lavar con agua potable
filtrada.




{“IIHI!

El siguiente paso es el viraje, donde el
corte se sumerge de 1 a 3 veces en
W | hidréxido de amonio al 1% o carbonato
. - :t\.' de litio, lo que permite que los nucleos
| adquieran un tono azul mas definido.
Después, nuevamente se lava con agua
potable filtrada.

Posteriormente el tejido
se sumerge en eosina

durante 30 segundos a 2
minutos, lo que tehira el
citoplasma y otras
estructuras en  tonos
rosados.

Finalmente, se realiza la
deshidratacion y
aclaramiento, pasando el
corte por alcohol al 96%,
alcoholes absolutos, alcohol-
xilol y xilol, con el objetivo de
eliminar el agua y preparar la
muestra para su montaje.

Tren de tinciones




Fase analitica

21.Montaje

Las laminillas tenidas son cubiertas con un cubreobjetos, para su
proteccion y conservacion, con un adhesivo transparente y resistente,
como lo es la resina sintética. (Lema M, 2019).

El cubreobjetos debe estar limpio y manipularse unicamente por los
bordes para evitar contaminaciones o artefactos. La cantidad de resina
utilizada durante el montaje puede variar segun el tamano del
cubreobjetos, el area de tejido y las caracteristicas del medio de
montaje; sin embargo, en una laminilla histoldgica estandar suele
emplearse aproximadamente una o dos gota de resina sintética (50-100
uL), suficiente para cubrir la seccion de tejido. Una cantidad insuficiente
puede dejar areas sin proteccidon, mientras gue un exceso puede
generar una capa gruesa o favorecer la formacion de burbujas,
dificultando la observacion microscopica y la adecuada conservacion de
la muestra.
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22.Examen microscopico

El patélogo observa las laminillas al microscopio, evaluando Ila
arquitectura del tejido, morfologia celular y la presencia de alteraciones
como inflamacion, necrosis o células neoplasicas. Este analisis se realiza
de manera sistematica, comenzando con aumentos bajos para valorar la
organizacion general del tejido y progresando a aumentos mayores para
examinar detalles celulares especificos.

Con base en estos hallazgos, y en correlacion con la informacion clinica
del paciente, el patélogo emite un diagndstico histopatoldgico, el cual
puede complementarse con estudios adicionales si es hecesario.

El tiempo requerido para la evaluacion microscopica puede variar segun
la complejidad del caso. En estudios rutinarios, la revision suele tomar
entre 10 y 20 minutos por laminilla. Después, el patélogo analiza los
hallazgos y redacta el informe diagndstico, lo que puede requerir entre
15y 30 minutos adicionales dependiendo de cada caso.




Tinciones histoquimicas

Las tinciones histoquimicas emplean colorantes especificos para
demostrar la presencia de determinadas sustancias en los tejidos.
Permiten identificar sustancias especificas dentro de las células y la
matriz extracelular, facilitando el diagnostico de diversas enfermedades
(Kumar et al., 2021).

e solicitan cuando existe sospecha de infeccion y permiten identificar
gentes etioldgicos en el tejido:

2 0

Giemsa

Propdsito en el diagnostico

Visualizacion de células hematopoyéticas
(médula Osea) e identificacion de
microorganismos especificos en tejidos como
Helicobacter pylori y Plasmodium spp.
(Gurina & Simms, 2023)

Ziehl-Neelsen (ZN)

Propodsito en el diagndstico

Identificacion de Mycobacterium tuberculosis
y otras micobacterias en muestras de tejido,
especialmente en areas de necrosis (Admin,
2024, Gurina & Simms, 2023)

Gram

Proposito en el diagnodstico

Diferenciacion preliminar de bacterias en
Gram positivas (moradas) y Gram negativas
(rosas) en tejidos, fundamental para orientar el

diagnodstico etioldgico de infecciones.




Grocott

Propdsito en el diagndstico

Visualizacion de microorganismos fungicos
como Pneumocystis jirovecii 'y hongos
filamentosos en tejido, siendo mas sensible
que la tincion de PAS para este propodsito
(Wang et al., 2022)
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Tricromico de Masson

Propdsito en el diagnostico

Evaluacion de fibrosis, diferenciacion entre
tejido conectivo y muscular, y diagndstico de
tumores (egj. distincion entre leiomiomas y
fibromas) (Islam & Kumar, 2026)

Fibras reticulares

Propdsito en el diagndstico

Evaluacion de |la arquitectura de érganos como
el higado (identificacion de cirrosis) y del
estroma tumoral (Gurina & Simms, 2023,
Pombal, s. f.-b) )

Plata metenamina de Jones

Propdsito en el diagnadstico

Evaluacion de patologias glomerulares en el
rinon, como la enfermedad de membranas
basales delgadas o Ila glomerulonefritis
membranosa (Gurina & Simms, 2023)




i

. . b . .o I

1 Se utilizan para demostrar compuestos quimicos presentes en el tejido: |
|

Azul Alciano

Propodsito en el diagndstico

ldentificacion de células caliciformes,
metaplasia intestinal, y caracterizacion de
tumores que producen moco (Gurina & Simmes,
2023)

Azul luxol

Propdsito en el diagnostico

Diagndstico de enfermedades
desmielinizantes del sistema nervioso central
como la Esclerosis Multiple (Miko & Varga, 2015)

Acido Peryédico de Schiff (PAS)

Propdsito en el diagnodstico

Evaluacion de membranas basales (e]. en
rinon), glucdégeno en tumores, y hongos. Se usa
junto con azul alciano para diferenciar moco
neutro (PAS+) de moco acido (Alciano+) (Gurina
& Simms, 2023)

Rojo Congo

Propdsito en el diagndstico

Diagnostico y confirmacion de amiloidosis
en tejidos como rindn, corazébn o higado
(Gurina & Simms, 2023)

Estos estudios pueden agregar de 2-3 dias habiles al tiempo de entrega de
resultados, ya que es necesario repetir parte del procesamiento de la
muestra, incluyendo los pasos 18, 19, 21 y 22 previamente descritos en este
manual.




Inmunohistoquimica (IHQ)

La inmunohistoquimica es una técnica basada en la reaccion especifica
antigeno-anticuerpo, que permite identificar y localizar proteinas
(antigenos) en cortes de tejido previamente fijados e incluidos en parafina.
En este método, los anticuerpos se unen de manera selectiva a sus
antigenos diana presentes en las células (Shi et al., 2011).

Para visualizar esta unidn, los anticuerpos estan conjugados directa o
indirectamente a un sistema de deteccion, generalmente una enzima
como la peroxidasa, que en presencia de un sustrato cromogénico produce
una reaccion coloreada visible al microscopio en el sitio donde se encuentra
el antigeno.

PREPARACION DEL TEJIDO —» DETECCION (METODO INDIRECTO) — VISUALIZACION
Y RESULTADO
PASO 1: ANTIGENO PASO 2: ANTICUERPO  PASO 4: REACCION
DE INTERES PRIMARIO SECUNDARIO CROMOGENICA Tincién de contraste
(e.g.: Hematoxilina)
Antigeno diana Anticuerpo Sustrato
secundario
P _,(‘f?m- ------ - con]ugado
£S5 "~ Blogue de parafina _,_:l:.",...... ..... (con enzima)
~ . Anticuerpo Precipitado

pn'ma!rio 'H_"P’ -ﬁn-s\' cromogénico
especifico Jk k visible

Corte del tejido
Portaobjetos
con tejido

) La presencia del antigeno se

visualiza como un precipitado
coloreado (marrén) en el

Portaobjetos :;"""'

contejido S\~ PASO 1: PASO 2: PASO 3: PASO 4: portacbjetos
Fijacion y ANTIGENODE ~ ANTICUERPO  ANTICUERPO REACCION bajo el microscopio
desparafinacion INTERES PRIMARIO  SECUNDARIO  CROMOGENICA !

Utilidad clinica
La inmunohistoquimica es fundamental porque permite:

Clasificacion precisa de la estirpe tumoral y otras
patologias

Diagnodstico

Evaluacion de la agresividad de la enfermedad

Identificacion de biomarcadores que permiten seleccionar

rerelE planee tratamientos dirigidos




;Como se interpreta una tincion de

inmunohistoquimica?

La inmunohistoquimica permite detectar proteinas especificas
(biomarcadores) en las células de un tejido.

La interpretacion se basa en dos colores: azul (hematoxilina) y marrén
(cromégeno).

NEGATIVO POSITIVO
No se detectd la proteina Se detectd la proteina

e No se observa tincién marron. 0 Se observa tincion marron.
No hubo unién antigeno-anticuerpo. Hubo unidn antigeno-anticuerpo.
¢Por qué algunas ¢Que significa el color / ¢Como ocurre la \
células se ven azules? marron? tincién?
La hematoxilina es un Es producido por un ”5‘ Antigeno presente en
colararia de cormasie cromoégeno. Cuando el (..M/? la célula
o . i 2
que tine los nUcleos amticlenpo recon?ce Y Y El anticuerpo se une al
celulares de color azul- se une a su antigeno antigeno
violeta, permitiendo especifico, ocurre una o J
i A i Reaccion cromogénica
observar la estructura reéaccion quimica que .
. genera este color.
general del tejido. o Color marrén visible
Color marrén = al microscopio
Nucleo tefido presencia del &
de azul

biomarcador buscado Resultado IOOSitiVO/
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