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. Resumen

El presente manual de técnicas histolbgices proporciona las indicaciones que
deben seguirse, desde ja colecta de organismos hasta la obtencion de prepara-
ciones, para hacer un diagnéstico histolégico adecuado.

Se seftala material minimo indispensable, técnicas topogréficas generales,
forma de preparacién de reactivos y colorantes y algunas recomendaciones al

respecto.



{l. introduccién

La diversidad y cantidad de especies que se trabajan en los Centros de investi-
gacion Pesquera del Instituto Nacional de la Pesca, obliga a que los estudios
histolégicos sobre los mismos se realicen en forma integral a ios Proyectos,
para que de esta manera se puedan emitir en forma conjunta conclusiones més
adacuadas, estableciendo asf las bases para una metodologfa de trabajo en la
histologfa. ;

El Proyecto de Investigaciones Histolégicas ha elaborado este manual con
el objetivo fundamental de facilitar el manejo de la téenica histofogica, indi-
carxlo los cuidados que deben tomarse desde la colecta, fijacién, lavado, etc.,
y los fijadores y técnicas mds utilizadas. Asimismo, se anota la preparacion de
fijadores y algunas recomendaciones importantes para obtener preparaciones
o laminillas que proporcionen datos confiables y definitivos para lograr la
meta principal del Proyecto, o sea determinar épocas y tallas de madurez go-
nadal de las especies de importancia pesquera.



I11. Desarrollo

Colecta

La colecta de organismos tanto vegetales como animales debe valorarse pri-
meramente, aspecto que depende fundamentaimente de los objetivos del pro-
yecto de investigacidn, Pueden obtenerse organismos vivos para estudiar su
comportamiento en el (aboratorio, o ejemplares posmdrtem para otros tipos
de estudio, entre los que se incluye el diagnéstico histalgico; la colecta es
parte importants de la técnica histolégica, del habil manejo y toma de datos
del muestreo depende mayormente la obtencién de resultados confiables.

Enseguida hay que precisar dénde y ¢émo han de realizarse las colectas,
para que de esta manera preparen oportunamente el material y reactivos ade-
cuados, considerando como indispensable lo siguiente:

Material

1. Bolsa de pldstico

2. Ligas, hilo ¢ alambres forrados

3. Estuche de diseccién conteniendo:
2 Tijeras rectas {con filo)

2 Pinzas rectas

2 Mangos de bistur(

2 Navajas para bisturf

Una caja de navajas de rasurar
Guantes

Cubetas de pléstico

Regla de tope

Etiquetas

Lépiz semiduro con borrador o marcador con tinta insoluble

Libretas u hojas para datos de colecta
. Cajas de cartdn o frascos

. Jeringa

—
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Reactivos

1.
2.

Agua destilada
Fijador {depende del estudio y del organismo)

Método de colecta

1.
2.

W

10.
11.

12,

Colectar la cantidad minima necesaria de ejemplares.
Si es ef caso, se indicardn los datos particulares gue han de tomarse en
cuenta.

. Tener listo el material a utilizar,
. Tomar fotografias de los arganismos, una vez colectados, o bien elaborar

esquemas de lo mds representativo.

. Una vez extraidos los e)jemplares de su hdbitat natural, no deberdn perma-

necer expuastos al sof.

. Cuando se obtiene una fraccién del organismo, es conveniente tomar foto-

grafias o elaborar esquemas antes de separarlo o fijarlo, indicando posicién
anatémica, color y textura {poner nombres a ias estructuras conocidas para
tener relaciones anatdmicas reales).

. Lavar rapidamente el ejempiar en agua destilada, o fa fraccion del mismo,

para eliminar impurezas {arena, sangre, etc.) que puedan interferir en el es-
tudio.

. Anotar con l§piz o marcador de tinta insofuble, con letra clara, la clave a

utilizar,

. La clave que se utilice debe ser sencilla y clara.

tndicar en la libreta u hojas de colecta, los datos que se anexan en el Cua-
dro No. 1,

Envolver la muestra en una gasa doble, junto con la clave, amarrando per-
fectamentz, pero sin apretar.

Se procede a fijar.

Fijaciébn

El

objetivo de utilizar un fijador es detener los procesos que conducen a la

descomposicidn. Se considera que se realiza una buena fijacidon cuando se to-
man &n cuenta los siguientes aspectos:

1.
2,
3.

10

El fijador a utilizar debe elegirse cuidadosamente, de acuerdo 2 las necesi-
dades planteadas por el estudio.

La fijacién debe realizarse en {ugares donde la temperatura no exceda de
25° C (a ta sombra}.

El ejemptlar debe colocarse en el fijador {previo lavado) inmediatamente
despuéds de ser obtenido.

A} Si el organismo es grande y se fija completo, debe inyectarse el fijador



con una jeringa, haciendo una presion lenta al émbolo pars que et I(qui-
do penetre poco & poco sin tesionar los tejidos.

B) Cuando se obtiene una fraccién del organismo es conveniente tomar

fragmentos de! 6rgano a estudiar, con tamafio de 1 cm®

4. Tomando en cuenta ef tamafio del organismo, el liquido fijador debe usar-
se en una relacién de 10 a 1.

5, Se colocan las muestras en bolsas de plistico o bien en frascos perfectamen-
te cerrados, y se agrupan por tallas, épocas ¢ temporadas, segun sea el caso,
manteniéndolos en refrigeracion o bien en lugares frescos.

Ahora bien, existen diferentes tipos de fijadores, pero les mds utilizados,
tanto para vertebrados como invertebrados, son el formol al 5% y 10%, for-
mol neutro, Buffer Formalina, Bouin, Zenker y F.A A,

Después de la fijacion, el material queda lo suficientemente endurecido
como para que, en algunas ocasiones congelando, se corte directamente al mi-
crotomo de congelacién (criostato) (Figura 1} en rebanadas det orden de 10 a
30 cm. Sin embargo, la mayoria de las veces se hace necesaria su inclusion en
un material que le de mayor consistencia y dureza, tales como la parafinay fa
celoiding; los pasos para tograrlo reciben ¢l nombre de marcha de inclusién,
(Figuras 2, 3y 4).

Ya sea que {a muestra se carte directamente con el microtomo de congela-
cion o gue se incluya en parafina, debe lavarse después de fijada para eliminar
el exceso de fijador.

Lavado

A) Material

Charola de diseccidn
Gasa

Hilo

Etiquetas

Frascos

Navajas de rasurar
Cajas de petri
Tijeras

Pinzas

00 Moo B WN -

El lavado de 1a muestra dependeré del fijador que se haya usado y var(a
dasde el agua corriente, para eliminar el formaldehido, hasta slcohol del 700/
o alcohol yodado para eliminar el Bouin {acido picrico) y et Zencker {bicloru-
ro de mercurio}, respectivamente. ,

Por lo general se utilizan fijadores conteniendo formaidehido, porlo que es
importante sefalar la forma de eliminacién del mismo. Se toma el ejemplar
usando guantes y pinzas y colocdndolo sobre una charola de diseccidn; se lava

11



para eliminar el excaso de fijador y se procede a seccionar con navajas de rasu-
rar el drgano en estudio, tomando fracciones de 1 cm?, las que a su vez se co-
focan en una gasa que se etigueta con ia clave; se envuelve y amarra con un
hilo, dejando un extremo largo.

Et tejido ya fijado se pasa a un frasco de boca ancha, el cual se tapa con
una gasa perfectamente estirada con una liga; se coloca el frascoe bajo el
chorro del agua, dejando correr ésta durante 1 a 24 horas, dependiendo del
tamafio de la pieza y det tiempo de fijacién fFigura 3).

Marcha de inclusién
Material

Moldes de inclusidn o escuadras metilicas
Vasijas con parafina

Pinzas

Tijeras

Aguijas de diseccién

L.Amparas de alcohol

Alcohol glicerinado

Etiquetas

. Pincel

Estufa

SCOPNONBWN

—

La marcha de inclusién la forman los procesos de deshidratacién, transpa-

rentacién, paso por parafinas de punto de fusién creciente e inclusion defini-
tiva.

Deshidratacién

Se usan generalmente alcohol etflico, acetona y alcohol isopropilico.

El desplazamiento que sufre el agua por el agente deshidratante debe ser gra-
dual, por lo que se utilizan alcoholes crecientes que pueden ser desde alcohol
al 25 % hasta ¢l abscluto, evitando de esta forma la retraccion excesiva del ma-
terial en estudio (Figura 4).

Transparentacién
Antes de pasar Jas piezas a la parafina, y a fin de asegurar la eliminacion total
del alcohol, se hace necesario ‘‘transparentar” con una substancia gque las

substituya y prepare para la parafina, como son: el tolueno, xileno y bencenao,
removiendo de 2 a 3 veces estas substancias actarantes con tiempos que varfan
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de 15 minutos hasta una hora {Figura 4}. Todos estos pasos pueden facilitarse
con el uso dei procesador de tejidos {Fotografias Nos. 4 y 5).

Inclusién en parafina

El paso siguiente consiste en impregnar la pieza graduatmente con parafinas
de punto de fusidn creciente: parafina | (54-56° C), parafina Hl {58-58° C),
y la inclusién final se hace con ta parafina mds dura {58-60° C), la cual permi-
te obtener un bloque gue se corta en ¢l microtomeo,

Para la obtancidén del blogue de inclusion se coloca un molde, como mues-
tra la Figura 5, y mediante el uso de un pincel se cubren las paredes y el piso
del mismo con alcohol glicerinado para evitar que se pegue el blogque de para-
fina en e molde.

Se vierte la parafina de inclusién 159-60° C) formando un pequefio cojine-
te; con unas tijéras calientes se corta la gasa que contiene ¢l drgano y tenisndo
cuidade de no presionar, se toma con unas pinzas para darle la orientacién
adecuada; se termina de lienar ¢l molde con la parafina, sliminando las burbu-
jas formadas en el bloque con aguja de diseccién previamente calentada, sin
tocar el érgano.

Se coloca la etiqueta y se deja solidificar, poniéndolo en un recipiente con

agua {Figura 5}.

Obtencidtn de corte

Material

Microtomo

Bafio de flotacién

Termdmetro

Cartoncillo negro

Agujas de diseccidn

Pincel

Canastilias de vidrio o metdlicas
Marcador {l4piz diamants)
Portaohijetos

Trapo.

SORINOORLN -

—t

Una vez que se ha obtenido el blogque de inclusién, se pone en |a platina
del microtomo y se coloca Ja cuchilla, cuidando que ambos queden fijos, se
marcan las micras {5-10} y se gira Ja manivela, inicidndose {a obtencibn de
cortes, :

Antes de proceder a cortar, se prepara el bafio de flotaclon que contiene

gelatina y agua a una temperatura de 45-50° C, que recibiré los cortes obteni-
dos en el microtomo, los que deberén ser colocados con ayuda de un pincel

13



0 una aguja de diseccidn sobre ia superficie del agua, permitiéndoles extender-
s8 y ser recogidos mediante el uso de portachjetos perfactamente limpios.

Es importante que los cortes queden centrados v siempre en una misma
posicion, Se dejan escurrir en una gradilla y se acomodan en una canastilla de
wdrm 0 metdlica; posteriormente, se meten en la estufa a una temperatura de
60° C por 30 minutos como tiempo minimo, permiitiendo que e corte se ad-
hiera bien al ponaobjetos. quedando listas para ser utilizadas en la técnica de
coloracién,

1. Cajas de coloracidn
2. Canastillas metdlicas
3. Pape! absorbante

4. Cajas de petri

§. Embudo

La cantidad de ejemnplares manejados a nivel de musstreos hace indispen-
sable el uso de cajas de coloracidn que permitan agilizar la cantidad de prepa-
raciones elaboradas.

Se preparan 1 cajas de coloracién con los siguientes reactivos (Figura 6).

CAJA 1 XILOL 5 MIN
CAJA 2 XILOL 5 MIN
CAJA 3 XILOL 5 MIN
CAJA 4 CXC 5 MIN
CAJA G CXC 5 MIN
CAJA S ROH96% 5 MiIN
CAJA 7 ROH26% 5 MiN
CAJA B ROH70% 5 MIN
CAJA S ROH 70% 5 MIN
CAJA 10 AGUA DESTILADA 5 MIN
CAJA 11 AGUA DESTILADA  5MIN
Coloracién

La coloracién tiene por objeto proporcionar contraste a las estructuras ob-
servadas al microscopio, to que permite una mejor interpretacion del Grgano
en estudio.

Ahora bien, ia aplicacién de una técnica depende de! estudio que se preten-
da efectuar pero es recomendable iniciarlo con algunals) técnica{s) topogréfica
{s} que nos proporcione la estructura general de los tejidos, grupo al que per-

14



tenecen la Hematoxilina eosina {H E) y la ticrémica de Gallego descritas en
este manual.

Técnica hematoxilina eosina

La hematoxilina es un colorante de tipo bésico que tifle nucleo, ribonu-
cleoprotefnas, citopiasmicas, mielina, etc.
La 8osina es un colorante dcido que se usa para tefiir el citoplasma.
Coloraclon con hematoxilina: {filtrar antes de usar) 1 min.
Laver en agua de la llave hasta eliminar el exceso de colorante,
Diferenciar rdpidamente en alcohol dcido {toma una coloracién rosa),
Lavar con agua de ia llave, dos veces [agitar).
Virar en agua amoniacal {toma coloracién azul),
Lavar en agua de la llave, 2 cambios de 2 minutos.
Lavar en agua destilada, 2 cambios de 3 minutos,
Coloracion con eosina 2 minutos.
Lavarlo rapidamente en alcohol acetona,
€ X C, 2 cambios de 5 minutos.
. Xileno, 3 cambios de 5 minutgs,
. Montar en bdisamo de Canadé o resina sintética,
. Etiquetar o marcar con un l4piz diamante.

-l
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Técnica tricrdmica de Gallego

La técnica tricrémica de Gallego es una de tas tantas técnicas topogréficas que
permiten, ademds, poner de manifiesto y de manera especial a las fibras cold-
genas, ya que éstas destacan netamente sobre el resto de los componentes ti-
sulares; por lo tanto, es una técnica de las denominadas especiales.

Esta técnica se basa en la utilizaciéon de una mezcia de dos colorantss, el
acido pierico v el carmin indigo. El colorante de mayor poder de difusién
{carmin indigo) se fijard sobre las estructuras menos densas.

La coloracion nuciear se logra por medio de una fucsina fenicada de Zijelh,

Método

. Fijacion en formol al 10% durante 24 hrs, o mds.

Cortes por congeiaci6n o parafina,

Poner ios cortes en agua formolada, por lo menos una hora antes de la co-
loracién.

Fucsina acdtica durante B minutos,

Lavar en agua destilada, hasta eliminar el exceso de colorante,

Virofijacién en formal acético, 4 minutos. -

Agua destilada,

Picro Indige carmin, 2 minutos.

W N =
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9. Alcchol plerico, tavado répido,
10. Alcohol absotuto, lavado rdpido.
11. Alcchol absofuto Xileng, 2 cambios de ¥ rnmuto.
12. Xileno, 3 cambios de 2 minutos cada uno.
13. Montar con bdlsamo de Canadd o resina sintética.
14. Etiquatar o marcar con ldpiz diamants.
Resultados
nicleos rojo violaceo
haces colégenos azul verde
citoplasma amarillo
queratina amarilic
fibras musculares amarilto y verdeé
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IV. Preparacion de reactivos y colorantes

Fijadores

1. Liguido de Bouin
Tiempo de fijacion de 1-8 dias.
Eliminacién del fijador con varios cambios de alcohol del 70%
Solucién acuosa saturada de 4cido picrico
Formol comercial {formatina o formol al 4%)
Acido acético
2, F.A A, (formof aceto alcohol)
Tiempo de fijacidn 24 horas minimo
Eliminacidn del fijador con agua corriente o alcohol del 70%
Formol comercial {formalina)
Agua destilada
Acido acético glacial
Alcohol del 95-98
3. Formolal 10%
~ Eliminacién del fijador con agua corriente
Formol comercial {formalina)
Agua destilada
4, Zenker
Tiempo de fijacién 6-24 horas
Eliminacidn del fijador con alcohol yodado
Cloruro de mercurio
Bicromato de potasio
Suifato de sodio
Agua destilada
Acido acético glacidl {agregar en el momento de usar)
5. Aicohol yodado
Alcohol del 70%
Tintura de yodo
6. Formol neutrg:
Tiempo de fijacidn 24 horas minimo

75 partes
25 partes
b partes

10 mi
35 mi

5ml
50 mi

1 parte
9 partes

25 gr.
126 gr. -
50 hr
500 mil
125 mi

100 mi
10 mi

17



Eliminacién del fijador con agua corriente
Formo! al 10% saturar con NaCO5 al 1%
{usar papel tornasol como indicador}

Dasparafinacidon

1. Carbol Xilol Creosota (C X C)
Fenol 10gr
Xilol 10 gr
Craosota da la Haya 80 gr

Técnica hematoxilina eosina

1.

Hamatoxilina

Hematoxilina cristalizada 1gr
Alcohol etilica absoluto 10 m|
Alumbre de potasio o0 amonio 20 gr
Oxido merclrico 0.59r
Agua destilada 299 mi|

Se disuelve ia hematoxilina en el alcohol y el alumbre en agua caliente, se

mezclan ambas soluciones, se lleva la mezcla a ebullicion y se agrega poco a
poco &l dxido mercurico fuera de la parrilla para evitar la proyeccién del co-
lorante. Se calienta |a solucion nuevamenta hasta que la mezcla tome color ro-

jo purpura, se retira de la parrilla y se enfria, Filtrar antes de usar {mfnimo 5
veces).
2. Alcohol 4cido
Alcohol del 70% 99 cc
HCL 1cc
3. Agua amoniacal
Agua destilada 80 mi
Hidréxido de amonio 4 gotas
4, Eosina
Eosina 14qr
Agua destilada o etanol al 756% 100 ml

Se recomienda afiadir unos granos de Orange G. para abtener una mejor

coloracion. Se puede utilizar en solucién alcohdlica o acuosa, agregando unas
gotas de cloroformo para la pressrvacién del coloranta.

5,
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Técnica tricromica de Gallego

1. Fucsina acética

Agua destilada 10 mi

Fucsina fenicada 10 gotas

Acido acético 1 gota
2, Formal acético

Agua destilada 10 ml

Formaol puro 2 gotas

Acido acético 1 gota
3. Picro Indigo Carmin

Carmin indigoal 1% 1 parte

Acido pferico solucidn acuosa saturada 2 partes
4. Fucsing fenicada de Ziehl

Fucsina bésics 1g

Fanol cristalizado Bg

Alcohol 96 % 10 ml

Agua destilada 20 ml

5. Alcohol picrico
Solucion alcohdlica (96 %), saturada de 4cido picrico

Otros reactivos

Gelatina (bafio de flotacién)

Paner un matraz de 1 000 mt con 400 mi de agua destilada, cubrir la superficie
de agua con gelatina y dejar reposar 5 minutos agregando 400 ml de agua ca-
tiente hasta que se disuelva. Se vierte en el bafio de flotacidn y s& le puede

agregar el agua que se considere conveniente, para el montaje de los cortes en
los portacbijetos, conservando la temperatura de 45-50° C,

19
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Fotografias Nos, 1y 2
CRIGSTATO. Aparato
atilizado para la obtencidn
de cortes por congelacian
en camara fria.




Figura No. 2. MICROTOMO PARA CORTES EN PAHAFINA

Mazterial indispensable para lograr una buena preparacion
1. Cartoncillo negro 3. Portachjetos 4. Canastilla
‘2. Aguja, pincel, bistur( 5. Bafio de flotacién

Fotografia No. 3, Microtameo A. Q. para drganos incluidos en parafina,

23



Figura No. 3

OBTENCION Y LAVADO DE UNA FRACCION
DEL ORGANO EN ESTUDIO

24
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Fotografia No. 4. Procesador automatico de tejidos

Fotografia No. 5. Aparato gue facilita la "marcha de
inclusion’’ y prepara la muestra para la inclusian definitiva.
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Fotografia No. 6, Aparato de inclusién en parafina, de uso automdtico
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Fotografia No. 7. Afilador de cuchillas
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Fotografia No. 8. Afilador de cuchillas
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VY. Aecomandaciones

1.

2.
3.

10,

5S¢ agradaca la alaboracifn de vequenas y colaboracidn a Juan A, Figuerog J

Despuds de user |m cuchillas, limpiearlas con xilol mediante €l uso de un
trapo qua ng suslts pdlusy, ¥y con movimisnto hacia el filo dg Ia misma.
Observar al microscopio o filo de las cuchillas v, de ser indispertabla, afi-
lar y-asentar. fCotopral’a No, 5).

Les cuchilles, antes v despuds de usarlas, debergn guerdorse en sus estuches
pars evetar metlaras.

Dejar perfectamants |limpics los apamtos,

Revitar periddicamente 1oz ADArNtoe Pard su. mantehimisnto sdecuado.
Los resctivos destingdos pors un uso en particular {desparafinar, deshidra.-
tar, #ic.) no debardn car utflizados para otro §in.

Fiitrar [a hematoxi{ing gntes de wsar, .
Filtrar bas reactivos despuds de usarlos, ¥y quandarlos en frascos pore Teac-
tivos calor amdar,

Al replizar cuabkqurer cambio de kes fracciones de drgeno de un reactivo n
otro, eliminar ¢ excedente dal mismo mediante ol wso de papel abyorben-
te, avitando de osth manera |8 contaminacidne exoesiva de |at sUDSTANCTES.
Antes de efectuar una colorscidn en 1arid, 18 deberin probar loz reactivos
v colarent=s on das o ires preparacion,

"t

Luis Albarta Jusrez v Fidalia Caballarc,
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