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PROCEDIMIENTO DE TINCION - TRICROMICO DE MASSON
PROTOCOLO COMPLETO

Descripcion

Mediante el procedimiento de Tincién Tricrémico de Masson se visualiza al microscopio
en forma diferenciada los nucleos celulares, el tejido epitelial y muscular y el tejido
conjuntivo.

Aplicacion
Cortes de tejidos fijados en formol y embebidos en parafina.

Principio del método

Las coloraciones tricrémicas se basan en los mismos principios tedricos. Después de
tenir los nucleos con Hematoxilina, se realiza un tratamiento con dos colorantes acidos,
que se diferencian por sus propiedades fisico-quimicas. Un colorante en solucion
finamente dispersa (Ponceau de Xilidina o Biebrich Escarlata) y otro en solucién coloide
de particulas gruesas (Azul de Anilina, Fast Green FCF). El factor de diferenciacion de
tincion mas importante estd dado por el grado de permeabilidad que ofrecen las
estructuras al paso de los colorantes empleados, mediados por la aplicaciéon de una
solucion mordiente diferenciadora. También es de suma relevancia la afinidad de
cargas dada por la acidez de lo colorantes y las cargas idnicas de las estructuras
tisulares.

Soluciones y Reactivos

« XILENO p.a. (cat. 2000166200)

* BIOCLEAR® (Aclarante uso Histoldgico) (cat. 2000942700)

+ AGUA desmineralizada (Cat. 2000140100)

+ ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO p.a. (cat. 2000165400)

+ ALCOHOL ETILICO 96° p.a. (cat. 2000937500)

+ DESHIDRATANTE 100° Uso Histoldgico (cat. 2000948300)

+ DESHIDRATANTE 90° Uso Histoldgico (cat. 2000938300)

+ DESHIDRATANTE 80° Uso Histoldgico (cat. 2000938200)

+ FIJADOR DE BOUIN Solucién (cat. 2000949300)

* HEMATOXILINA FERRICA DE WEIGERT SOLUCION A Solucién (cat. 2000949200)
+ HEMATOXILINA FERRICA DE WEIGERT SOLUCION B Solucién (cat. 2000949000)
+ TRICROMICO DE MASSON - ESCARLATA DE BIERBRICH / FUCSINA ACIDA Solucién
(cat. 2000950300)

+ TRICROMICO DE MASSON - PONCEAU DE XILIDINA / FUCSINA ACIDA Solucién (Cat
2000950400)

+ ACIDO FOSFOMOLIBDICO 2 % Solucién (cat. 2000944500)

+ ACIDO FOSFOTUNGSTICO 2 % Solucion (cat. 2000944600)

* TRICROMICO DE MASSON - AZUL DE ANILINA Solucién (cat. 2000950600)

* TRICROMICO DE MASSON - FAST GREEN FCF Solucién (Cat 2000950500)

+ ACIDO ACETICO 2 % Solucion (cat. 2000945500)

+ BALSAMO de CANADA SINTETICO (cat. 2000130300)

Solucién de Trabajo de Hematoxilina Férrica de Weigert:
En vial vacio mezclar partes iguales de Hematoxilina Férrica de Weigert Solucion A 'y
Hematoxilina Férrica de Weigert Solucién B. Esta solucion sera estable durante 5 dias.

Procedimiento

Para cortes de tejidos fijados e incluidos en parafina de 4 a 6 micras de espesor.

1. Desparafinar los cortes / laminas por inmersién en 2 cambios de Xileno p.a. o
Bioclear, de 15 minutos cada uno.

2. Hidratar los cortes con sucesivos pasajes por alcoholes (Alcohol Etilico absoluto y
Alcohol Etilico 96°) o deshidratantes histoldgicos (Deshidratante 100° / 90° / 80°), con
graduacion decreciente terminando con un lavado por inmersion en Agua Desminerali-
zada, durante 2 a 3 minutos.

3. Incubar durante 1 hora en estufa a 60°C con Fijador de Bouin o en microondas durante
1 minuto a potencia maxima, y dejar enfriar durante 15 minutos.

4. Lavar en agua corriente hasta quitar por completo la tincion amarilla residual de la
solucion de Bouin. Luego lavar con abundante Agua desmineralizada.

5. Tefir con Solucion de Trabajo de Hematoxilina Férrica de Weigert durante 10 minutos (*1).

6. Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

7. Teifiir con Solucion de Biebrich Escarlata / Fucsina Acida o Solucion de Ponceau de
Xilidina / Fucsina Acida durante 3 minutos (*2).

8. Lavar con Agua desmineralizada.

9. Tratar con Solucion de Acido Fosfomolibdico 2 % o Solucion de Acido Fosfotungstico
2 %, durante 5 minutos (*3).

10. Lavar con Agua desmineralizada.

11. Tefir con Solucién de Azul de Anilina o Solucién de Fast Green FCF, durante 2
minutos (*4).

12. Lavar con Agua desmineralizada.

13. Lavar en Solucion de Acido Acético al 1% en Agua desmineralizada (10 a 15
segundos).

14. Deshidratar con sucesivos pasajes por alcoholes (Alcohol Etilico 96° y Alcohol Etilico
absoluto) o deshidratantes histolégicos (Deshidratante 80° / 90° / 100°), con gradua-
cién creciente.

15. Aclarar con Xileno p.a. o Bioclear.

16. Montar con Balsamo Sintetico y cubreobjeto.

Notas:

(*1) - La Solucion de Trabajo de Hematoxilina Férrica de Weigert se debe descartar
después de usar.

(*2) - La aplicacion y eleccion tanto de la Solucion de Biebrich Escarlata / Fucsina Acida
como de la Solucion de Ponceau de Xilidina / Fucsina Acida, son a criterio del usuario.
Ambas soluciones aplican para la tincién de las mismas estructuras tisulares con
diferencia en las tonalidades finales de tincion.

(*3) - Las soluciones de Acido Fosfomolibdico 2 % y de Acido Fosfotingstico 2 % pueden
ser utilizadas como soluciones mordientes de tincion.

(*4) - La aplicacion y eleccién tanto de la Solucion de Azul de Anilina como de la Solucion
de Fast Green FCF, son a criterio del usuario. Ambas soluciones tifien las mismas
estructuras tisulares con diferencia en las tonalidades finales de tincién.

Resultados con Escarlata de Biebrich / Fucsina Acida
Nucleos: Azul Oscuro / Negro

Citoplasma, queratina, fibras musculares y eritrocitos: Rojo
Colageno y reticulina: Azul o Verde

Resultados con Ponceau de Xilidina/ Fucsina Acida
Nucleos: Azul Oscuro/ Negro

Citoplasma, queratina y eritrocitos: Gama de rojos

Fibras musculares: Rojo vivo / Fucsia

Colageno y reticulina: Azul o Verde

PROCEDIMIENTO DE TINCION - TRICROMICO DE MASSON
PROTOCOLO "REDUCIDO"

Descripcion
Mediante el procedimiento de Tincion Tricromico de Masson se visualiza al microscopio en

forma diferenciada los nticleos celulares, el tejido epitelial y muscular y el tejido conjuntivo.

Aplicacion
Cortes de tejidos fijados en formol y embebidos en parafina.

Principio del método

Las coloraciones tricrdmicas se basan en los mismos principios teéricos. Después de
tefir los nucleos con Hematoxilina, se realiza un tratamiento con dos colorantes
acidos, que se diferencian por sus propiedades fisico-quimicas. Un colorante en
solucién finamente dispersa (Ponceau de Xilidina o Biebrich Escarlata) y otro en

solucion coloide de particulas gruesas (Azul de Anilina, Fast Green FCF). El factor de
diferenciacion de tincion mas importante esta dado por el grado de permeabilidad que
ofrecen las estructuras al paso de los colorantes empleados, mediados por la aplicacion
de una solucién mordiente diferenciadora. También es de suma relevancia la afinidad
de cargas dada por la acidez de lo colorantes y las cargas idnicas de las estructuras
tisulares.

Soluciones y Reactivos

+ XILENO p.a. (cat. 2000166200)

- BIOCLEAR® (Aclarante uso Histoldgico) (cat. 2000942700)

» AGUA desmineralizada (Cat. 2000140100)

+ ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO p.a. (cat. 2000165400)

+ ALCOHOL ETILICO 96° p.a. (cat. 2000937500)

- DESHIDRATANTE 100° Uso Histoldgico (cat. 2000948300)

- DESHIDRATANTE 90° Uso Histoldgico (cat. 2000938300)

- DESHIDRATANTE 80° Uso Histoldgico (cat. 2000938200)

+ HEMATOXILINA DE HARRIS Solucidn (cat. 2000083200)

* HEMATOXILINA DE GILL (I1) Solucién (cat. 2000949100)

« TRICROMICO DE MASSON - ESCARLATA DE BIERBRICH / FUCSINA ACIDA Solucion
(cat. 2000950300)

» TRICROMICO DE MASSON - PONCEAU DE XILIDINA / FUCSINA ACIDA Solucién (Cat
2000950400)

+ ACIDO FOSFOMOLIBDICO 2 % Solucidn (cat. 2000944500)

+ ACIDO FOSFOTUNGSTICO 2 % Solucion (cat. 2000944600)

» TRICROMICO DE MASSON - AZUL DE ANILINA Solucién (cat. 2000950600)
» TRICROMICO DE MASSON - FAST GREEN FCF Solucién (Cat 2000950500)
+ ACIDO ACETICO 2 % Solucién (cat. 2000945500)

* BALSAMO de CANADA SINTETICO (cat. 2000130300)

Procedimiento

Para cortes de tejidos fijados e incluidos en parafina de 4 a 6 micras de espesor.

1. Desparafinar los cortes / laminas por inmersiéon en 2 cambios de Xileno p.a. o
Bioclear, de 15 minutos cada uno.

2. Hidratar los cortes con sucesivos pasajes por alcoholes (Alcohol Etilico absoluto y
Alcohol Etilico 96°) o deshidratantes histoldgicos (Deshidratante 100° / 90° / 80°), con
graduacion decreciente terminando con un lavado por inmersion en Agua Desminerali-
zada, durante 2 a 3 minutos.

3. Lavar con Agua desmineralizada.

4. Teiir con Solucion de Hematoxilina de Harris o Solucion de Hematoxilina de Gill (11).
(1)

5. Virar en agua corriente durante 5 minutos.

6. Tefiir con Solucién de Biebrich Escarlata / Fucsina Acida o Solucion de Ponceau de
Xilidina / Fucsina Acida durante 3 minutos (*2).

7. Lavar con Agua desmineralizada.

8. Tratar con una mezcla de Solucién de Acido Fosfomolibdico 2 % + Acido Fosfotingsti-
co 2 % por partes iguales (a/a) durante 10 minutos, en caso de aplicar luego Azul de
Anilina.

9. Tratar con Solucién de Acido Fosfotungstico 2 % durante 10 minutos, en caso de
aplicar luego Fast Green FCF.

10. Lavar con Agua desmineralizada.

11. Tefiir con Solucién de Azul de Anilina o Solucién de Fast Green FCF, durante 2
minutos (*3).

12. Lavar con Agua desmineralizada.

13. Lavar en Solucion de Acido Acético al 1% en Agua desmineralizada (10 a 15 segundos).
14. Deshidratar con sucesivos pasajes por alcoholes (Alcohol Etilico 96° y Alcohol Etilico
absoluto) o deshidratantes histologicos (Deshidratante 80°/90°/100°), con graduacion
creciente.

15. Aclarar con Xileno p.a. o Bioclear.

16. Montar con Balsamo Sintetico y cubreobjeto.

Notas:

(*1) - Sobreteiiir durante 5 minutos, para lograr mayor persistencia del colorante luego
del pase por soluciones acidas mordientes.

(*2) - La aplicacion y eleccion tanto de la Solucion de Biebrich Escarlata / Fucsina Acida
como de la Soluciéon de Ponceau de Xilidina / Fucsina Acida, son a criterio del usuario.
Ambas soluciones aplican para la tincién de las mismas estructuras tisulares con



diferencia en las tonalidades finales de tincion.

(*3) - La aplicacion y eleccion tanto de la Solucion de Azul de Anilina como de la
Solucion de Fast Green FCF, son a criterio del usuario. Ambas soluciones tifien las
mismas estructuras tisulares con diferencia en las tonalidades finales de tincion.

Resultados con Escarlata de Biebrich / Fucsina Acida
Nucleos: Azul Oscuro / Negro

Citoplasma, queratina, fibras musculares y eritrocitos: Rojo
Colageno y reticulina: Azul o Verde

Resultados con Ponceau de Xilidina/ Fucsina Acida
Nucleos: Azul Oscuro/ Negro

Citoplasma, queratina y eritrocitos: Gama de rojos

Fibras musculares: Rojo vivo / Fucsia

Colageno y reticulina: Azul o Verde

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

Estabilidad y Almacenamiento

Almacenar el reactivo a temperatura ambiente (entre 15°C a 30°C) y protegido de la luz.
Una vez abierto el envase, manténgalo bien cerrado.

La solucién es estable hasta la fecha de vencimiento que se declara en la etiqueta.

Solamente para uso profesional:

La aplicacion de este tipo de reactivos debe ser realizada por personal especializado. El
usuario deberd cumplir las directivas nacionales sobre seguridad en el trabajo y
aseguramiento de la calidad.

Indicacion al 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).

Indicaciones para la eliminacion de residuos

El envase debe ser eliminado de acuerdo con las directivas validas de eliminacién de
residuos. Las soluciones usadas y las soluciones caducas deben eliminarse como
desecho peligroso, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacién de
residuos.

Clasificacion de sustancias peligrosas:
Tener en cuenta la clasificacion de substancias peligrosas en la etiqueta del producto 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
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