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RESUMEN

La investigacion se centro en el analisis de sustancias decalcificantes utilizadas en el
procesamiento de tejidos humanos, con el fin de conocer y prevalecer los agentes mas
efectivos segun su utilidad y su impacto en diferentes tipos de tejidos. La decalcificacion
es un paso crucial en la preparacion de muestras para analisis histolégicos, ya que permite
la visualizacion detallada de estructuras celulares al eliminar los depdsitos de calcio sin
dafar las muestras. Se adopté un disefio documental-no experimental basado en una
revision bibliografica de estudios publicados entre 2019 y 2025. La poblacion de estudio
incluyé 43 fuentes cientificas provenientes de bases de datos confiables como PubMed,
Scielo y Google Académico. La muestra final estuvo conformada por 25 fuentes
seleccionadas segun criterios especificos de inclusion y exclusion. Entre los agentes
decalcificantes mas utilizados, el EDTA destaco con un 76,5%, seguido por el acido nitrico
(HNO;) con un 70,5%. Ademas, se identificaron otras sustancias con un 64,5%. ElI HCL
fue el menos utilizado, con un 27,5%. Aunque el &cido nitrico es el agente mas rapido, su
uso puede comprometer la calidad de los tejidos, mientras que el EDTA, aunque mas lento
y costoso, ofrece mejores resultados en la preservacién de las muestras. Los resultados
obtenidos permitieron concluir que, aunque el acido nitrico es el mas rapido, su uso puede
afectar la calidad de los tejidos, mientras que el EDTA, aunque mas lento y costoso,
presenta mejores resultados en la preservacion de la muestra. Para la obtencion de una

muestra satisfactoria de tejido.

Palabras clave: decalcificacion, sustancias decalcificantes, depdsitos de calcio,

procesamiento histologico, tejido 6seo



ABSTRACT

This research focused on analyzing decalcifying substances used in human tissue
processing to identify the most effective agents based on their usefulness and impact on
different tissue types. Decalcification is a crucial step in sample preparation for
histological analysis, as it allows for detailed visualization of cellular structures by
removing calcium deposits without damaging the samples. A documentary, non-
experimental design was adopted based on a bibliographic review of studies published
between 2019 and 2025. The study population consisted of 43 scientific sources from
reliable databases, including PubMed, Scielo, and Google Scholar. The final sample
comprised 25 sources selected according to specific inclusion and exclusion criteria.
Among the most commonly used decalcifying agents, EDTA stood out with 76.5%,
followed by nitric acid (HNO,) with 70.5%. Additionally, other substances were identified
with 64.5%. HCI was the least used, at 27.5%. Although nitric acid is the fastest-acting
agent, its use can compromise tissue quality, while EDTA, although slower and more
expensive, offers better results in sample preservation. The results obtained led to the
conclusion that, although nitric acid is the fastest-acting agent, its use can compromise
tissue quality. In contrast, EDTA, although slower and more expensive, offers better results

in sample preservation. To obtain a satisfactory tissue sample, the following are essential.

Keywords: decalcification, decalcifying substances, calcium deposits, histological

processing, bone tissue.
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Reviewed by
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CAPITULO I. INTRODUCCION.

Las sustancias decalcificantes son aquellas que tienen la capacidad de reducir el calcio en
los huesos mediante la utilizacion de acidos o soluciones. El tejido 6seo se caracteriza por
su estructura rigida y mineralizada, lo que le otorga su dureza y resistencia. Se divide en
dos tipos principales que son: el primero llamado compacto, tiene una estructura densa y
forma la capa externa; el segundo que es el esponjoso, su estructura es ligera y se
encuentra en el interior. Su formacién y mantenimiento dependen de los osteoblastos,

osteoclastos y osteocitos®.

En los laboratorios de Anatomia Patoldgica los decalcificantes como el &cido clorhidrico,
acido formico, EDTA vy acido nitrico, que se seleccionan dependiéndola rapidez requerida
y la necesidad de preservar la morfologia celular y tisular. Estas sustancias son de gran
importancia en el diagnostico de diversas patologias 0sea. El Osteosarcoma es un cancer
que comienza en los osteoblastos, se da con mas frecuencia en los huesos largos como las
piernas y brazos. Su grado de malignidad es del 20%, ocupa entre el 5y 6% de las

neoplasias malignas pediatricas y un 60% de los tumores dseos? 3,

Los registros del Sistema Europeo de Informacion sobre el Cancer, arrojan 0.2 a 0.3 casos
por cada 100,000 personas al afio en la poblacién general. Es decir 0.002%-0.003%, en
algunos paises europeos, como el Reino Unido, Francia y Alemania, se han reportados
tazas similares. Estudios en Africa del Norte en paises como Egipto y Tlnez, los datos
disponibles sugieren que la incidencia de Osteosarcoma, es mas cercana a la media global,
con tazas que rondan los 0.00005% - 0.0001% de la poblacion general. En algunas areas
del continente el acceso a un diagnostico temprano es muy dificultoso, esto se debe a la

falta de recursos médico* °.

La Organizacion Mundial de la Salud, el 0.001% - 0.0002% de la poblacion contrae este
tipo de cancer en el continente Asiatico, sin embargo, la incidencia puede ser mas baja en
ciertas regiones del sur y sureste asiatico, y mas alta al este de Asia. En paises como China,
Japén y Corea del Sur, ha sido documentada con un rango de 0.5 — 2 casos por millén.
Mientras que, en India, Pakistan, y paises del sureste asiatico es mas baja su incidencia con

un 0.5 casos por millon. El Concejo de Céancer de Australia, reporta en Oceania alrededor
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de 0.0001% - 0.0002% de caos por afio. Esta taza puede ser mas precisa en paises con una
infraestructura médica avanzada tal es el caso de Australia y Nueva Zelanda, pero la
poblacion en general sigue siendo relativamente pequefia, 1o que puede influir en los datos

encontrados 6.

Segun la Sociedad Americana contra el Cancer, la incidencia en América del Norte es de
aproximadamente de 1 a 2 casos por millon de personas. Esto se traduce en una taza de
incidencia de 3-4 nuevos casos por millén de habitantes. Representan alrededor del 35% en
adultos y el 60% en adolescentes. En Estados Unidos cada afio son diagnosticados
aproximadamente 400-500 casos de OS®.

En América del Sur se puede estimar en un rango de 0.0001% a 0.0002% de la poblacion
general cada afio. En Brasil, se han reportado tasas que varian entre 1y 2 casos por millén,
similares a las observadas en otras regiones del mundo. Segun el Registro de Cancer de
Base Populacional, que es uno de los pocos registros mas completos en América del Sur,
los casos de Osteosarcoma representan una porcion pequefia de los tumores 0Oseos
malignos. En Argentina, Chile, y Colombia es mas limitada, pero algunos estudios

regionales estiman que también se encuentra en el rango de 1 a 2 casos por millén®.

El Instituto Nacional de Cancer de Ecuador revela la incidencia de tumores 0seos es baja
en términos absolutos, con una estimacion de alrededor de 0.0001% a 0.0002% de la
poblacién afectada anualmente. Las principales ciudades como Quito, Guayaquil y Cuenca
pueden tener una mayor taza de deteccion debido a la infraestructura médica mas avanzada
y los hospitales de referencia, pero no se cuenta con datos especificos y detallados por

ciudad sobre la incidencia exacta de este tipo de tumores’.

El Ministerio de Salud Publica muestra que la incidencia de tumores maligno en huesos y
articulaciones (C40-C41). En Ecuador es relativamente baja en comparacion con otro tipo
de canceres mas comunes. Considerando que las ciudades mas grandes tienen poblaciones
que varian entre 1y 2.7 millones de habitantes, en Quito y Guayaquil se estimar que podria
estar entre 2 y 8 casos al afio aproximadamente 0.5%. Los nameros reales pueden variar
dependiendo de factores como el acceso al diagnéstico, la disponibilidad de tratamiento y

la variabilidad en la salud publica local®.

14



Las muestras de tejido conectivo ya sean biopsias, piezas o especimenes quirirgicos deben
ser enviados para su posterior analisis patolégico, como se menciond por su dureza debe
ser sometido a decalcificacion. Para ello se utiliza el acido inorganico o minerales fuertes
como el clorhidrico y el acido organico débil como el formico y el agente quelante como el

etilendiaminotetracetico (EDTA)2

El Osteosarcoma es un tumor que se encuentra en el tejido conectivo, no se considera
hereditario, el problema es que este tipo de enfermedad es poco frecuente, esto hace que no
lo diagnostican o lo hacen demasiado tarde. El hueso contiene el 99% de calcio esto hace
que su procesamiento histoldgico sea tedioso; se necesita quitar todos los minerales de

calcio existentes, para realzar un buen corte y posterior su observacion al microscopio?.

Existen métodos tradicionales para el procedimiento de decalcificacion, el acido acético
diluido fue uno de los primeros. Su accion es relativamente lenta, aunque este método es
menos agresivo, no siempre preserva bien la estructura tisular y las caracteristicas
microscopicas del hueso. El &cido clorhidrico (HCI) es réapido y efectivo, especialmente
atil cuando se necesita realizar el procedimiento de forma expedita. Sin embargo, su
aplicacion tiene ciertas limitaciones, ya que puede dafar la morfologia celular, afectar las
fibras de colageno. El acido férmico actlia de manera mas suave y lenta. Esto permite una
mejor preservacion de la estructura tisular, lo que es beneficioso para la visualizacion
detallada bajo el microscopio. Ademas, es menos toxico que el (HCI), lo que lo hace mas
seguro para el personal de laboratorio. Sin embargo, debido a su accién mas lenta, requiere

mas tiempo de exposicion para lograr una decalcificacion completa?.

Mediante la utilizacién de microondas con acido nitrico al 5% este método es muy rapido,
mantiene la estructura y caracteristicas del tejido y otro método es el de perfusion. Las
variantes como la temperatura, el pH y la concentracion empleada de esta, implican una
buena eliminacion de sales de calcio. Segun la filosofia el tiempo empleado para este
procedimiento es de tres a sies dias. Las muestras de gran tamafio se decalcifican durante
varios meses por lo que estas sustancias inflaman e hidrolizan la matriz del tejido. Esto ha
llevado a la busqueda de sustancias que aceleren la decalcificacion sin dafiar los tejidos, el
(EDTA) es el més utilizado para este procedimiento, pero tarda mucho®.
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En 2020 Niloofar Hajihoseini, comparé la decalcificacion convencional y asistida por
microondas de hueso y sin dientes, utilizando &cido nitrico o acido férmico. Fue mas
rapida, sin afectar la calidad de la tincion ni la preservacion de los detalles tisulares. Sin
embargo, se observaron mas manchas irregulares y desgarros tisulares, especialmente en

muestras que contenian tanto hueso como dientes?®,

Jered B. Cornelison, en 2022 compardé tres agentes decalcificadores. EI HCI fue el mas
rapido, seguido del acido nitrico, mientras que el EDTA tardé mas, pero ofrecio la mejor
calidad histologica. El &cido nitrico es adecuado para muestras gruesas de adultos, mientras
que el EDTA es ideal para muestras delgadas de nifios pequefios, proporcionando la mejor

preservacion tisular™,

S. Amitha Banu, en 2024 realiz6 un estudio establece un protocolo estandarizado para la
decalcificacion del hueso utilizando una solucion de acido formico-formol. Se optimizo y
evalud el protocolo segun el tiempo de decalcificacion, la concentracion de acido formico
y la preservacion de la integridad del tejido. Los resultados mostraron que la concentracion
al 10% de acido formico fue la mas efectiva, completando la decalcificacion en ocho dias y
preservando la calidad estructural del hueso. Las concentraciones mas bajas (5%) y mas

altas (15%) no fueron tan efectivas??.

El 7 de enero del 2025 Shibarjun Mandal, comparé diferentes protocolos de
decalcificacion Osea para identificar el mas adecuado para obtener imagenes multimodales
(histologia, inmunofluorescencia y espectroscopia Raman) de huesos. Se utilizaron varios
agentes, incluidos acidos fuertes y débiles, y se evaluaron muestras a distintos tiempos. Los
resultados ayudaron a identificar la sustancia mas efectiva para aplicaciones multimodales,

aunque se sugiere que podrian ser necesarios ajustes para otros tipos de tejido dseo ™.

El uso de diferentes sustancias decalcificantes depende de varios factores, entre ellos el
tipo de tejido 0seo, la rapidez del proceso y la preservacion de la morfologia celular para el
analisis histopatoldgico posterior. Las muestras de hueso pueden variar significativamente
en su densidad mineral, lo que afecta la eleccion de la sustancia a utilizar. Por ejemplo, los

huesos mas densos, como los de la cabeza y los miembros, requieren de un tratamiento
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mas agresivo, mientras que los de menor densidad, como los de la pelvis o costillas,

pueden ser tratados con sustancias menos concentradas.

Si no se utilizan las sustancias decalcificantes para el proceso de tejidos humanos, no se
podra prevenir los dafios en la estructura y la integridad celular. Por lo que el Analisis
Histopatoldgico puede durar varios meses.

Por lo anteriormente expuesto, surge el siguiente interrogante: ¢Cuales son las sustancias
decalcificantes para el procesamiento en tejidos humanos de diferente consistencia?

El presente trabajo tiene como objetivo principal especificar las sustancias decalcificantes
para el procesamiento de tejidos humanos de diferente constitucion, detallandose en 3

acapites:

1. Argumentar las sustancias decalcificantes para el procesamiento de tejidos humanos.

2. Priorizar las sustancias decalcificantes que se utilizan en el procesamiento de tejidos en

general.

3. Considerar la efectividad de las diferentes sustancias decalcificantes con las diferentes
texturas de tejidos humanos.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO.

Tejido

Son componentes fundamentales para el correcto funcionamiento del organismo y
desempefian roles esenciales en la salud y la enfermedad. Su estudio, a través de
herramientas como la histologia, la anatomia patoldgica y las nuevas tecnologias en
biologia molecular, permite a los profesionales de la salud comprender mejor las

patologias, mejorar los tratamientos y desarrollar nuevas terapias que pueden salvar

vidas,

Se agrupan en cuatro tipos principales: Tejido epitelial, recubre superficies y cavidades del
cuerpo, formando barreras protectoras, secretoras y de absorcion. Estd compuesto
principalmente por células unidas por uniones estrechas, y carece de sustancia intercelular

abundante. Ejemplos incluyen la piel, el revestimiento de los intestinos y las glandulas®*.

Tejido conectivo: Su principal funcion es sostener, unir y proteger. Se caracteriza por tener
una matriz extracelular abundante, que puede ser liquida, gelatinosa, fibrosa o

mineralizada. Incluye hueso, cartilago, sangre, tejido adiposo y tendones#,

Tejido muscular: Este tejido estd especializado en la contraccidn para generar movimiento.
Estd compuesto por células alargadas Ilamadas fibras musculares. Hay tres tipos: masculo
esquelético (voluntario y estriado), musculo cardiaco (involuntario y estriado) y masculo

liso (involuntario y no estriado) 4.

Tejido nervioso: Su funcion principal es recibir y transmitir impulsos eléctricos a lo largo
del cuerpo. Esta formado por neuronas, que son las células encargadas de la transmision de
sefales, y células gliales, que proporcionan soporte y proteccion a las neuronas. Cada tipo
de tejido tiene una estructura y funcién especificas que contribuyen al funcionamiento

general del organismo (Figural).
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Figura 1.- Clasificacion de los principales tejidos.

Tejidos animales

Tejido epitelial Tejido conectivo Tejido nervioso Tejido muscular
1 L
] L ] 1 1
Revestimiento Glandular Esquelético Cardiaco Liso
| 1
Propiamente dicho Especial
1 |
) 1 1 H ' ] 1
Laxo Denso Otros Adiposo Oseo Catilaginoso Sangre
I—Ll | - 1
r 1 F | L
Regular Irregular Blanco Pardo Hialino Elastico Fibroso
) i L Sal
Mucoso Reticular Mesénquima

Fuente: Atlas de histologia animal y vegetal, 11-12-2024.

https://mmegias.webs.uvigo.es/quiada_a inicio.php

Protocolo de rutina en procesamiento de tejidos

Se refiere a un conjunto de técnicas ejecutadas en el laboratorio para preparar un tejido,
para su analisis microscopico. Este procedimiento es esencial en Histologia Patologica,
dado que posibilita el analisis de la estructura celular y tisular de 6rganos para identificar
enfermedades, llevar a cabo estudios cientificos, o incluso para la deteccion de restos
humanos en medicina forense. El proceso de recoleccion de la muestra es esencial en el
tratamiento de tejidos, dado que la calidad de la misma afecta directamente los resultados
del analisis histologico. Para ello, es necesario utilizar un método de recoleccion apropiado
(biopsia, cirugia, autopsia); garantizar que tenga el tamafio correcto, preservar de manera
instantanea a través de su fijacion en un medio apropiado, el traslado y la documentacién

completa para asegurar la identificacion adecuada®®,

Previo al procesamiento de la muestra, se efectia un analisis visual del tejido para
recopilar datos acerca de su tamafio, forma, color, consistencia y cualquier anomalia
perceptible. Esto puede contribuir a establecer qué secciones necesitan un analisis mas
detallado o qué zona concreta debe ser empleada para el estudio histoldgico. Tras la
revision, se recorta una pequefia porcion utilizando un bisturi o tijeras para simplificar su

manejo. Si se requiere, puede ser dividido en diversos segmentos, en funcion de la region a
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analizar. Los cortes generalmente tienen un tamafio de 1 a 2 cm? para garantizar un proceso

eficaz®®.

Es importante que el tejido sea deshidratado, generalmente mediante una serie de alcoholes
de concentraciones crecientes, para eliminar el agua del tejido. Una vez que la muestra se
ha fijado adecuadamente (generalmente con formaldehido al 10%), se procede a la
inclusion. Este proceso implica sumergirlo en un medio solido, generalmente parafina, para
que se endurezca y se haga mas facil de cortar en secciones finas. Esta permite que el

tejido se mantenga firme y estable durante el proceso de corte®®,

Luego se moldea en blogues, estos son sélidos y permiten que las secciones finas del tejido
sean cortadas sin dafiar las estructuras celulares, ya que permite que permanezca en su
posicion correcta y evita que se deforme durante el corte posterior. Para ello se utiliza el
microtomo este realiza cortes de 3 a 5 micrometros de grosor, los que son llevados a un

portaobjetos de vidrio®®,

La tincion es crucial para mejorar el contraste entre las diferentes estructuras celulares y
tisulares, ya que las células no son suficientemente visibles a simple vista sin colorantes.
Uno de los métodos mas comunes es la tincion H&E (Hematoxilina y eosina), donde la
Hematoxilina, tifie los nacleos celulares de color azul o morado, permitiendo ver detalles
en la estructura nuclear y la Eosina que tifie el citoplasma y las fibras de colageno de color

rosado o rojoe,

Después de la tincidn, las laminas de tejido son cubiertas con un cubreobjetos, una lamina
de vidrio delgada que se coloca sobre la muestra para protegerla, ademas, se utiliza una
resina de montaje (como el balsamo de Canada o medios sintéticos) para sellar y permitir
su visualizacion al microscopio para examinar la estructura o identificar caracteristicas
patoldgicas o anormales, como signos de cancer, inflamacion, necrosis u otras condiciones
(Figura 2)%,
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Figura 2. Esquema del proceso histologico.
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Fuente: Atlas de histologia animal y vegetal, 11-12-2024.

https://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/1-proceso.php

Pruebas especiales en tejidos humanos

Las pruebas especiales en tejidos humanos son técnicas esenciales que permiten el analisis
detallado de las estructuras celulares y tisulares. Proporcionan informacion clave sobre la
presencia de infecciones, tumores, enfermedades metabolicas y otros trastornos. La
capacidad para utilizar estas técnicas con precision es vital para los patdlogos y médicos,
ya que facilita el diagndstico temprano y la determinacién del tratamiento adecuado para
diversas condiciones clinicas. A continuacion, se describen algunas de las pruebas

especiales mas utilizadas en los estudios de tejidos humanos:

Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E), se utiliza para observar la morfologia general
de los tejidos, permite distinguir entre los componentes celulares y las estructuras tisulares.
La hematoxilina tifie los ndcleos celulares de color azul o morado, mientras que la eosina
el citoplasma y las fibras de colageno de color rosa. Su aplicacién es fundamental para la
evaluacion de la estructura tisular y la identificacién de cambios patologicos, como la

inflamacion, el cancer y las infecciones®.
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Tincion de PAS (Acido Periddico de Schiff), detecta la presencia de glucégeno,
mucopolisacaridos y mucinas en los tejidos. Es util para identificar componentes que
contienen azlcares, como las glucoproteinas y glucolipidos. Se usa en el diagnéstico de
enfermedades como enfermedad hepatica, diabetes mellitus, y ciertos tumores que secretan

mucinas. También es Util en la identificacion de hongos como las Candidas?®.

Tincion de Tricromico de Masson, diferencia entre fibras de colageno, musculares y
celulas en los tejidos. Esta tincion es particularmente Util para observar la fibrosis y las
cicatrices. Se utiliza para evaluar trastornos como la fibrosis hepatica, cicatrizacion del

miocardio después de un infarto y enfermedades pulmonares crénicas®®.

Tincion de Gram, esta prueba se utiliza para identificar bacterias y diferenciarlas entre
dos grupos principales: Gram positivas y Gram negativas. Es fundamental en
microbiologia clinica para la identificacion de infecciones bacterianas y la determinacion

del tratamiento antibidtico adecuado®®.

Inmunohistoquimica (IHC), es una técnica que utiliza anticuerpos especificos para
identificar antigenos en los tejidos. Esta prueba permite la localizacion y cuantificacion de
proteinas especificas dentro de las células y tejidos. Se utiliza ampliamente en el
diagnostico de canceres y otras enfermedades, ya que puede ayudar a determinar el tipo de
células tumorales y la expresion de proteinas clave (como los marcadores tumorales).

También se utiliza para detectar bacterias, virus y otras infecciones especificas®™.

Tincion de Ziehl-Neelsen, utilizada para detectar mycobacterias, como el Mycobacterium
tuberculosis, que son resistentes a los acidos y el alcohol. Es especialmente util para el

diagnostico de tuberculosis pulmonar y otras infecciones por micobacterias®®.

Reaccion de la Fosfatasa Acida, es una enzima presente en diversas células,
especialmente en los macrofagos y en las células tumorales. La actividad de este
catalizador se puede detectar mediante tinciones especificas. Esta prueba se utiliza para

estudiar las neoplasias hematoldgicas, como la leucemia y ciertos tumores sélidos?®.
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Tincion de Oil Red, detecta grasas y lipidos dentro de las células. Esta tincion es
especialmente Gtil para estudiar los depdsitos de lipidos en el tejido. Es fundamental en el
diagnostico de enfermedades metabdlicas como la esteatosis hepatica (higado graso),

arteriosclerosis y en la investigacion de sindrome metabolico®s.

Tincion de Peroxidasa de Diaminobencidina (DAB), se usa en la inmunohistoquimica
para visualizar la localizacion de antigenos en tejidos. La peroxidasa de diaminobencidina
actia como marcador para los anticuerpos en presencia de un antigeno. Esta técnica se

utiliza para detectar antigenos en el diagndstico de cancer y enfermedades infecciosas?®.

Reaccion de Hidrdlisis de Acido Hidrofilico (Alcian Blue), ayudan en el diagnostico de
tumores gastricos, sindrome de mocopolosacaridosis y otras enfermedades relacionadas
con acumulacion de mucinas, ya que detectan &cidos mucopolimeros y

glicosaminoglicanos en los tejidos®.

Tincion de Siderofron (Prussian Blue), detecta la presencia de hierro en los tejidos,
especialmente en forma de hemosiderina (un complejo de hierro almacenado). Es util para
el diagnéstico de enfermedades como hemocromatosis, hemorragias cronicas o

acumulacién anormal de hierro en los tejidos™.

Decalcificacion

El primer paso para la decalcificacidn es la obtencion y fijacion. Se toma una muestra de
tejido 6seo (puede ser una biopsia o un fragmento 6seo). Luego se fija generalmente en una
soluciéon de formol (formaldehido al 10%) durante varias horas o incluso dias, para
preservar su morfologia celular. Esto impide la autolisis y salva los detalles estructurales
del tejido. Se elige una sustancia adecuada, como un acido (&cido clorhidrico, acido nitrico,
acido formico) o un agente quelante (EDTA, citrato de sodio), dependiendo de la rapidez

requerida y la preservacion de la estructura tisular?®,

El tejido dseo fijo se coloca en el decalcificante elegido (en una solucién a una
concentracion especifica). El proceso debe llevarse a cabo en condiciones controladas de
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temperatura y tiempo, estos pueden variar dependiendo del agente y el tamafio del hueso
(de horas a dias). Es fundamental monitorear periddicamente el progreso, esto puede
incluir el uso de un test de flexibilidad o pH para verificar si el calcio se ha eliminado
adecuadamente. Si se utiliza un agente &cido, se puede controlar el tiempo de exposiciony

la intensidad del procedimiento para evitar que se dafien las estructuras tisulares:®.

Después de la decalcificacion completa, se enjuaga el tejido dseo varias veces con agua
corriente para eliminar los restos de la sustancia utilizada, este paso es importante para
prevenir cualquier reaccion residual que pueda interferir con los siguientes procesos. Para
asegurarse de que el proceso ha sido exitoso, se realiza una comprobacion, una forma de
hacerlo es verificar que el hueso sea flexible y que ya no contenga calcio detectable, o

mediante el uso de un test™.

El tejido decalcificado se debe deshidratar mediante una serie de soluciones de alcohol
(generalmente etanol en concentraciones crecientes). La deshidratacion es esencial para
preparar el tejido para su inclusion en parafina. Este proceso reemplaza el agua en la
muestra y lo convierte en un bloque sélido, ideal para cortar secciones finas, usando un
micrétomo, que luego seran montadas sobre portaobjetos para su analisis al microscopio.
Finalmente, las secciones se tifien con las tinciones adecuadas (como hematoxilina y

eosina) y se observan al microscopio para el diagnéstico histoldgico?®.

Clasificacion de Sustancias decalcificantes

Son agentes quimicos utilizados para eliminar las sales de calcio de los tejidos duros como
huesos y dientes, facilitando su corte en secciones finas para analisis histoldgico. Los
principales métodos incluyen el uso de acidos, agentes quelantes y otros compuestos. El
(HCI), es rapido, econdmico y efectivo, pero puede afectar la morfologia del tejido si no se
controla adecuadamente, alterando las estructuras celulares. EI (HNO,), suele ser mas
agresivo afectando la calidad de los cortes histologicos. Mientras que el férmico, es lento y

Menos agresivo en comparacion con otros6.

Los agentes quelantes que se unen a los iones de calcio, eliminandolos gradualmente sin

alterar mucho la estructura del tejido. Entre ellos tenemos al EDTA (Acido
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etilendiaminotetraacético), este método es menos agresivo para las estructuras celulares.
Pero es més lento y requiere un tiempo considerable. El Acido citrico es menos agresivo y

lento que los anteriores™®.

Los métodos mixtos combinan acidos y agentes quelantes para acelerar el proceso de
decalcificacion como la combinacion de &cido clorhidrico y EDTA, ambos disuelven y
eliminan el calcio de manera controlada, requiere un monitorio cuidadoso para evitar dafos
al tejido. Ana Morse (acido férmico + citrato de sodio) es un enfoque eficaz y menos
agresivo. Al utilizar esta mezcla, se puede obtener cortes de alta calidad para el anélisis

microscopico®®.

Sustancias decalcificantes

Acido clorhidrico (HCI), es efectivo y rapido que se utiliza ampliamente en el laboratorio
de anatomia patoldgica para la decalcificacion, facilitando el analisis microscopico de los
tejidos Gseos. Sin embargo, es importante tener un control preciso del tiempo y las
condiciones de uso para evitar dafios a las estructuras celulares y garantizar resultados

histolégicos 6ptimos?’.

El acido nitrico (HNO3), tiene la ventaja de ser rapido y eficiente, su alta agresividad
requiere un manejo cuidadoso para evitar dafios en las estructuras celulares y asegurar que
la morfologia del tejido no se vea comprometida. Es ideal para situaciones donde se
necesita rapidez en la eliminacion del calcio, pero debe ser manejado con precauciones

para evitar riesgos para el personal y el dafio de la muestra®”.

El &cido férmico (HCOOH), su principal desventaja es el tiempo lento de decalcificacion,
pero su capacidad para mantener la integridad celular lo convierte en una opcién valiosa
para estudios histolégicos detallados. Es ideal para el analisis de tumores &seos,
enfermedades metabdlicas y estudios en los que la preservacion de la estructura celular es
clavel’.

Fluido de C. Perenyi, su formula es Acido Nitrico 10% 40 ml, Acido crémico 0,5% 30 ml
y Alcohol etilico absoluto 30 ml. Su tiempo de decalcificacion dura de 2 — 7 dias. Se
recomienda para fines rutinarios, descalcifica y suaviza los tejidos al mismo tiempo, la

tincion nuclear y citoplasméatica es buena, se evita la maceracion debido a la presencia de
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Acido Crémico y Alcohol, su desventaja es que es relativamente lento para huesos densos,
por lo que no se recomienda para trabajos urgentes. No se puede determinar mediante una
prueba quimica porque se forma un precipitado al agregar amoniaco al fluido de Perenyi
incluso en ausencia de iones de calcio. Esto se puede disolver afiadiendo acido acético
glacial gota a gota. A continuacién, se afiaden a la solucion unos 0,5 ml de oxalato de
amonio acuoso saturado. La reaparicién de un precipitado blanco en un plazo de 30
minutos reafirmara la presencia de calcio en el agente, lo que significa que la

decalcificacion aln no esta completa.

Acido tricloroacético, su tiempo de decalcificacion es de 4 a 8 dias, permite una buena
tincion nuclear. No requiere lavado, el exceso de acido puede eliminarse con varios
cambios de alcohol al 90%, mejorando asi la deshidratacion del tejido. Entre sus
desventajas tenemos que es débil, no se utiliza para tejidos densos y es adecuado sélo para
pequefas espiculas de hueso. Es de accion muy lenta, por lo que no se recomienda para

examenes urgentes.

Acido créomico (liquido de Fleming), se puede utilizare tanto como fijador como
decalcificante. Se recomienda para espiculas 6seas diminutas. Pero la tincion nuclear con
hematoxilina se inhibe. Ademas, tiende a sufrir reduccion y formar precipitados en el

fondo del recipiente, por lo que requiere cambios frecuentes de solucion.

Solucién tampoén de &cido citrico y citrato, su tiempo de decalcificacion es de 6 dias. Por
lo que permite una excelente tincion nuclear y citoplasmatica y no produce distorsion
celular ni tisular. El fluido de von Ebner, su formula es Solucion acuosa saturada de NaCl
36% 50 ml, Acido clorhidrico concentrado 8 ml y Agua destilada 50 ml. Este componente
permite una tincién citoldgica relativamente buena, moderadamente rapido, no requiere

lavado antes de la deshidratacion y se recomienda para dientes y pequefios trozos de hueso.

El EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético), es ideal para situaciones en las que se
requiere una decalcificacion controlada y mas suave, sin dafar las estructuras celulares. Su
principal desventaja es la lentitud del proceso, que puede llevar varios dias o semanas, lo
que lo hace menos adecuado para situaciones que requieren rapidez. Sin embargo, es una

excelente opcidn para estudios detallados de huesos, como los que involucran el analisis de
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tumores Gseos, patologias metabdlicas y otros estudios especializados en los que la

preservacion de la morfologia celular es clavel’.

Combinacién de acido formico y citrato de sodio, aunque su accion es mas lenta que la
de los acidos mas fuertes, su capacidad para preservar la morfologia y evitar dafios en las
estructuras tisulares lo convierte en una opcion ideal para estudios histoldgicos detallados,
especialmente cuando se requiere un analisis preciso de la estructura celular del tejido

Oseol’.

Osteomol, es una solucidn utilizada para la descalcificacion rapida (con fijacion) de tejidos
duros como huesos y dientes, esencial en procedimientos histolégicos de rutina para el
diagndstico de células humanas. Su formulacion, basada en formaldehido y acido
clorhidrico, permite desmineralizar tejido 6seo, como muestras de médula Gsea extraidas
por puncion, y ablandar tejido queratinizado de origen humano, fijando las muestras

simultaneamente?’.

Osteosoft, es una solucién descalcificadora suave, lista para usar, desarrollada para la
desmineralizacion de huesos, médula dsea y otros tejidos duros de origen humano, esencial
en procedimientos histologicos. Su formulacion basada en EDTA es ideal para tejidos

sensibles con calcio, como biopsias de cresta iliaca’.

BIODEC-R, es un decalcificador rapido para tejidos mineralizados, como hueso compacto
y concreciones calcareas, utilizado en procedimientos histolégicos. Su formulacion incluye
acido clorhidrico y acido formico, los cuales reaccionan con el calcio tisular para realizar
la desmineralizacion. El producto se utiliza en un volumen de 1:100 durante 6-12 horas
para muestras de hasta 5 mm de espesor. Es un producto clasificado como peligroso,
destinado al uso profesional en laboratorios. Debe ser almacenado a temperatura ambiente
y puede ser utilizado hasta 2 afios tras su apertura, siempre que Se conserve

correctamentel’.
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA.

Nivel descriptivo: Se argument6 sobre las sustancias decalcificantes para el procesamiento
de tejidos humanos, permitiendo priorizar estos agentes tras su utilidad, asi como también

se considero la efectividad en diferentes texturas de tejidos humanos.

Disefio documental - no experimental: Se realiz6 mediante una revision bibliogréafica de
lo efectuado en los ultimos afios, donde se utilizd a las sustancias decalcificantes para el

procesamiento de tejidos humanos de diferente constitucion.

Cohorte transversal: Porque la investigacion se analizd en un determinado limite de

tiempo ya que se utilizo informacion a partir del afio 2020 al 2025.

Retrospectivo: Ya que la informacion proviene de articulos cientificos obtenidos de bases

datos relevantes como: Google Académico, PubMed, Scielo, Elsevier y Redalyc.

Poblacién

La poblacion de estudio que se utilizé fue de 43 fuentes en los que se aborda las sustancias
decalcificantes para el procesamiento de tejidos humanos, permitiendo priorizar estos
agentes tras su utilidad, asi como también se considerd¢ la efectividad en diferentes texturas
de tejidos humanos, para la obtencion de resultados, publicadas en articulos registrados en
bases de datos cientificos: Google Académico(15), pégina oficial de la Organizacion
Mundial de la Salud(1), Sociedad Americana contra el Cancer(SAC) (1), Instituto Nacional
del Cancer(INC) (1), Sistema Europeo de Informacion contra el Cancer(ECIS) (1),
Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP) (1), PubMed (17), Scielo (3), Elsevier
(2) y Redalyc (1).

Muestra

En el presente proyecto se escogieron 25 fuentes de informacion como muestra segin los

criterios de inclusion y exclusion conformados por articulos actualizados obtenidos de
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bases de datos como: Google Académico (12), PubMed (7), Scielo (3), Elsevier (2) y
Redalyc (1).

Criterios de inclusion:

. Informacion de estudios con fecha de publicacidn desde el afio 2020 al 2025, para
constatar que los datos sean actuales.

. Definiciones que se mantengan vigentes obtenidas de articulos, libros y revistas
digitales sobre sustancias decalcificantes para el procesamiento de tejidos humanos.

. Busquedas en bases de datos certificados ya sea en idiomas inglés y espafiol.

. Articulos cientificos que incluyan sustancias decalcificantes y la utilidad de estos

agentes en el procesamiento patoldgico de los tejidos humanos.

Criterios de exclusién:

. Informes de estudios con mas de cinco afios de publicacion ya que no poseen
relevancia por su desactualizacion.

. Articulos sobre sustancias decalcificantes a los cuales no se tuvo acceso a la
informacion completa debido a que fueron de pago.

. Estudios con resultados incompletos que no permiten obtener informacion clara por

ende no se obtuvo conclusiones sélidas.

Método de estudio

Se llevo a cabo una investigacion y sintesis de informacion obtenida de las distintas bases
cientificas como articulos, libros, manuales, sitios web pertenecientes a organizaciones

nacionales e internacionales vinculadas al tema, utilizando el enfoque del método tedrico.

Técnicas y procedimientos
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La técnica utilizada fue la observacion y en el procedimiento se empleo la revision de las
diversas bases de informacion bibliografica, para su recoleccién y tratamiento de

informacion descriptivo.

Consideraciones éticas

Por ser un proyecto de revision bibliografica no fue necesaria la participacion de un comité
de ética, debido a que no se manipulé muestras bioldgicas ni se trabajo con seres humanos,
animales ni plantas, respetando las normas éticas de investigacion cientifica ademas que

los resultados no fueron empleados con fines maleficentes.

En el siguiente diagrama de flujo se describe la estrategia de busqueda bibliografica

realizada para la identificacion de los articulos seleccionados:
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

—

Formulacion del tema a investigar

L

¢Aporta las sustancias
decalcificantes para el
procesamiento de tejidos humanos

de distinta constitucion?

!

Busqueda de fuentes de

informacion

Cumple con los criterios de
inclusion: 25

Contiene informacién util para el
desarrollo de la investigacion de
los dltimos 5 afios en articulos

cientificos.

!

Articulos seleccionados: 25
Google Académico (12)
PubMed (7)

Scielo (3)
Elsevier (2)
Redalyc (1)

A 4

Andlisis,

informacién y cita con normas

parafraseo de la

Vancouver: 25

—

N

Argumentar las sustancias decalcificantes
para el procesamiento de tejidos humanos de

diferente constitucion.

Identificacion de conceptos: “sustancias

9 G

decalcificantes”, “procesamiento de tejidos”,

9 9

“decalcificacion”,” tejidos”.

Eleccion del idioma: espafiol e inglés.

¥

Revisadas: 43

Google Académico (15), pagina oficial
OMS (1), SAC (1), INC (1), ECIS (1),
RCBP (1), PubMed (17), Scielo (3),
Elsevier (2), Redalyc (1).

v

' Aplicar criterios de inclusion y exclusiéon para

la seleccién de articulos y libros.

v

No cumple con los criterios de inclusion: 18
No contiene informacion Gtil para el
desarrollo del proyecto, mas de 10 afios los
articulos cientificos y no incluyen resultados
de pruebas de diagnostico, no son de base de

datos reconocida

+

Bases de datos excluidos:

Google Académico (4)

Pagina Oficiales (2) Articulos

PubMed (5) descartados:
i 18

Scielo (2)

Dialnet (3)

Elsevier (2)
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Sustancias decalcificantes en tejidos humanos.

Autor

Estudio Sustancia decalcificante utilizada
Dimensién
HCL HNO, EDTA OTRO
. de corte
o Tejido Concent | Tiemp | Concent | Tiemp o Concent | Tiemp | Concent | Tiemp o
N ilizad » Eficienci .. Eficien . Eficienci .. Eficienci
utilizado racion 0 racion ) ] racion 0 racion 0
. a ] cia ] a . a
en % Dias en % Dias en % Dias en % Dias
Cornelison al Hueso ) Interme
1 3mm 7% 3 Répido 5% 10 . 10% 78 Lento N/A N/A N/A
ettd craneal dio
. 2cmy
Miquelestorena Hueso . .
35 5mm de 7% 1 Rapido N/A N/A N/A 10% 1 Répido N/A N/A N/A
al et humano
grosor
CH,0,
2cmy C2HCI30
Osteoma . oo .
Mahmoud al et | 1 ) 5mm de 7% 3 Répido N/A N/A N/A N/A N/A N/A 2 Liquido 3 Raépido
mandibular
grosor de Von
Ebner
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1mm
Legrado de
Cody al et?? 1 " 2mm N/A N/A N/A N/A N/A N/A 10% 7 Lento N/A N/A N/A
émur
. 1mm L L. CH,0O, -
Arango al et?3 54 Dientes N/A N/A N/A 5% 3 Répido 10% 3 Rapido 3 Répido
2mm 10%
1mm
Castillo al et>* | 100 | Premolares ) N/A N/A N/A 5% 3 Répido N/A N/A N/A N/A N/A N/A
mm
. Imm 6% . CH,0,
Guzman al et® | 28 Molares N/A N/A N/A 3 Répido N/A N/A N/A 14 Lento
2mm 5% 7%
CeH100s
5%
Mohamed Imran . 1mm . . o .
64 Dientes N/A N/A 10% 3 Rapido 10% 3 Rapido Liquido 3 Rapido
al et?s 2mm N/A
de Von
Ebner
Mohammad 1mm ] . . CH,0, .
) 192 | Premolares 10% 3 Répido 5% 3 Rapido 14% 3 Rapido 3 Raépido
Shahid al et?” 2mm 10%
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C2HCI:0
. 1lmm . Intermed
Kerkettaal et28 | 120 Dientes ) N/A N/A N/A 5% 3 Rapido 14% 91 Lento 2 5 .
mm io
5%
Bolourchi al et . 2,4y6 CH,0,
90 Dientes N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 56 Lento
29 mm 10%
CH,0
22 10
. 50%

Dusit Bumalee ) . Intermed
| ot 30 60 Dientes 2mm N/A N/A N/A 5% 7 Répido 14% 50 Lento Sol. .
ale io

Anna
15
Morse
C2HCI0 9
2
_ Interme -
Khangura al et3! | 30 Dientes 2mm N/A N/A N/A 5% 10 di 14% 100 Lento 5% Rapido
io
Fluido de 8
Perenyi
C2HCI:0
- Interme -
Umbare al et32 | 50 Dientes 2mm N/A N/A N/A 5% 9 di 5% 6 Rapido 2 14 Lento
io
5%
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CH,0,

Sharon al et 33 20 | Tejido duro lcm N/A N/A N/A 10% 1 Rapido 14% 21 Lento 10% 1 Rapido
0
Cartilago
articular
Pattaranatcha al
- 10 Hueso N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 14% 45 Lento N/A N/A N/A
e
Subcondrale
s
Nileshwariba al ) lmm . .
s 30 Dientes ) N/A N/A N/A 37% 3 Rapido 14% 3 Répido N/A N/A N/A
et mm

Nota: N/A: no aplica, (HCI): acido clorhidrico, (HNO,): acido nitrico acido, (EDTA): etilendiaminotetraacético, (CH,O,): acido formico,

(C,HCI,0,): acido tetraclorhidrico, (CsH,,Os): acido tricarboxilico.
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Analisis e interpretacion

En la Tabla 1, se evidencia las sustancias decalcificantes, el tiempo empleado y la eficacia,
las mismas que se recopilaron de 17 autores, demostrando que el agente mas utilizado fue
el EDTA con un 76,5% seguido de HNO; un con 70,5%, luego con un 64,5% de otras
sustancias decalcificantes como el acido férmico, &cido tetraclorhidrico, acido carboxilico,
solucion de Anna Morse, liquido de Von Ebner, liquido de Perinyi y por ultimo el HCL

con un porcentaje del 27,5%.

El HCL fue utilizado durante 1 y 3 dias, siendo el de mayor prevalencia el segundo con un
75%; el HNO; se utilizd hasta en 10 dias predominando el segundo con 58,3% seguido del
Gltimo con un 16,6%; el EDTA se emple6 durante 100 dias donde el mas manejado fue el
segundo con un 30,7%; en otros decalcificantes utilizados el tiempo fue variado, siendo el

de 3 dias mas utilizado.

La eficiencia se midié en tres fases; rapida, donde el HCL obtuvo un 100%, el HNO; un
75%, el EDTA un 46,1% y otros agentes decalcificantes con un 83,3%; intermedia donde
se encuentra en primer lugar el HNO, con un 25%, seguido del Acido Férmico con un
16,6%; y lento con un 53,8% el EDTA.

Discusién

En varios estudios, como los de Cornelison et al'®, Miquelestorena et al?°, y Mohammad
Shahid et al?, se utilizo el acido clorhidrico (HCI) en concentraciones del 5% al 7%,
mostrando una decalcificacién rapida pero moderada, con rendimientos entre el 10% vy el
78%. Este resultado coincide con lo observado en el estudio de Sharon et al®, quienes
también reportaron una eficacia intermedia para el HCIl. En comparacion, el acido nitrico
(HNO,) en concentraciones del 5% al 10% se usé en otros trabajos (Cornelison et al?°,
Miquelestorena et al?°, entre otros) con una mayor rapidez de accion, alcanzando un 78%
de eficacia en decalcificacion, lo que lo convierte en una opcion preferida en estudios que
requieren rapidez. Este hallazgo es consistente con el trabajo de Mohammad Shahid et al?
y Sharon John et al®, quienes informaron que el HNO,; permiti6 completar la

decalcificaciénen 1 a 3 dias.
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Sin embargo, mientras que los resultados del HCI y HNO; son positivos en términos de
rapidez, algunos estudios sugieren que el uso prolongado de estas sustancias puede generar
efectos secundarios en las muestras. Dusit Bumalee et al*® reportaron que la aplicacion
prolongada de HCI y HNO, podria afectar la integridad estructural de algunas muestras,
como el cartilago, lo que limita su aplicabilidad en ciertos contextos. En comparacion,
otros autores como Kerketta et al® y Khangura et al® utilizaron EDTA, un compuesto con
una accién mas lenta pero efectiva. En sus estudios, EDTA mostro una decalcificacion mas
gradual, alcanzando hasta un 14% de eficacia, lo que podria ser mas adecuado para

muestras que requieren un tratamiento menos agresivo.

A diferencia de los acidos clorhidrico y nitrico, el EDTA se caracterizd por su accion mas
lenta pero mas efectiva en términos de conservacion de las muestras. Aunque la
decalcificacion con EDTA requiere mas tiempo (algunos estudios aplicaron hasta 10 dias o
mas, como Khangura et al®, la tasa de decalcificacion fue mas controlada y menos
destructiva para las muestras. En este sentido, los estudios de Cornelison et al® y
Miquelestorena et al?® confirmaron que el EDTA es particularmente Gtil para muestras
delicadas donde se busca preservar su estructura interna, aunque con un sacrificio en

términos de tiempo.

Los estudios de Mahmoud et al?, Khangura et al® y Dusit Bumalee et al* también
emplearon el formaldehido y las soluciones de Von Ebner, pero los resultados fueron més
variables. Mientras que el formaldehido mostré una eficacia variable entre el 3% y el 91%,
dependiendo de la muestra y la concentracion aplicada, su aplicacion requiere un manejo
cuidadoso debido a la posible alteracion de las muestras en concentraciones elevadas. Este
hallazgo coincide con estudios anteriores que sugieren que el formaldehido es mas
adecuado para la preservacion de tejidos que para la decalcificacion rapida (Mohammad
Shahid et al?").

Por otro lado, las soluciones de Von Ebner, aunque utilizadas en algunos estudios
(Mahmoud et al?'), presentaron una eficacia mas incierta, y su aplicacion dependio
fuertemente de las caracteristicas especificas de las muestras y el tiempo de exposicion.

Esto sugiere gue este liquido puede ser util en situaciones muy especificas, pero no es la
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opcion mas confiable para decalcificar grandes cantidades de muestras de manera
consistente.

Un aspecto clave que emerge de los estudios revisados es la variabilidad en el tiempo de
decalcificacion, especialmente cuando se utiliza EDTA o formaldehido. Pattaranatcha et
al* informé que, en su investigacion sobre cartilago articular y hueso Subcondral, el uso
de EDTA requirio hasta 45 dias para lograr una decalcificacion completa, lo cual es
considerablemente mas largo que los 3 dias cominmente reportados en estudios que
emplean HCI o HNO,. Este resultado resalta la importancia de elegir el agente
decalcificante adecuado segin el tipo de muestra y el tiempo disponible para el

procedimiento.
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Tabla 2. Sustancias decalcificantes y su prioridad.

Sustancia decalcificante

Autores gue lo utilizaron

Tiempo de
decalcificacion
(dias)

Ventajas

Desventajas

Prioridad

Ac. Clorhidrico (HCL)

Cornelison et al*
Miquelestorena et al?
Mahmoud et al?
Guzman et al®
Mohamed Imran et al?
Mohammad Shahid et al?’
Khangura et al®!
Sharon et al®

Nileshwariba et al®

1-3

Rapido

Econdmico

Dafio de tejidos blandos.

Monitoreo cuidadoso.

Libera vapores toxicos.

Media

Ac. Nitrico (HNO;)

Cornelison et al*
Miquelestorena et al?
Guzméan et al®
Mohammad Shahid et al?
Kerketta et al?

Khangura et al®!

1-10

Rapido

Buen rendimiento.

Dafio de tejidos

Alta
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Sharon et al®?

AcC.
Etilendiaminotetraacético
(EDTA)

Cornelison et al*
Miquelestorena et al?®
Guzman et al®
Mohammad Shahid et al?’
Kerketta et al®
Dusit Bumalee et al*®
Khangura et al®!
Nileshwariba et al®

1-100

Eficaz y controlable.

Costoso.

Necesita condiciones.

Alta

Ac. Férmico (CH;0,)

Mahmoud et al#
Arango et al®
Mohammad Shahid et al?’
Kerketta et al®
Dusit Bumalee et al*

Sharon et al3?

1-56

Buena alternativa,

Accion es mas lenta.

Medio

Ac. Tetraclorhidrico
(C2HCI50y)

Mahmoud et al?
Kerketta et al?®
Bolourchi et al?®

Khangura et al®!

1-9

Rapido

Toxico.

Media

Ac. Tricarboxilico (CgH,,05)

Mohamed Imran et al%®

Menos agresivo que

Accion lenta.

Alta
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Mohammad Shahid et al¥

otros

No tan toxico.

o Mahmoud et al# Eficiente. Costoso. _
Liquido de Von Ebner 2-3 Baja
Mohamed Imran et al? Proceso controlable.
Solucion de Anna Morse Dusit Bumalee et al* 10 Muestras complejas. Costosa. Baja
Liquido de Perinyi Khangura et al® 8 Réapido Dafio de tejidos Baja

41




Analisis e interpretacion

La tabla 2, muestra un analisis de distintas sustancias decalcificantes, clasificadas segun su
prioridad: alta con un 39% donde estan incluidas el HNO;, EDTA, C¢H,,Og; media con un
36% el HCL, CH,0;, C;HCI30; y baja con un 25% el Liquido de Von Ebner, Liquido de
Perinyi, Solucion de Anna Morse.

Discusién

La eleccion del agente decalcificante ha sido ampliamente debatida en la literatura
cientifica. Comellison et al'® y Miquelestorena et al?® sostienen que el acido clorhidrico
(HCI) es una de las opciones mas utilizadas debido a su rapidez y bajo costo. Sin embargo,
Khangura et al®' y Sharon et al® discrepan, argumentando que su uso puede comprometer
la integridad de los tejidos blandos y que su alta toxicidad representa un riesgo
significativo en el laboratorio. A pesar de esto, Mahmoud et al? defienden que, bajo un
monitoreo adecuado, el HCI sigue siendo una alternativa viable cuando se busca rapidez en

la decalcificacion.

Por otro lado, el &cido nitrico (HNO3) genera opiniones divididas. Guzman et al® y
Mohammad Shahid et al?” coinciden en que es un decalcificante eficiente, con un buen
rendimiento en tiempos relativamente cortos. Sin embargo, Kekerta et al® advierten que su
capacidad para dafiar los tejidos lo hace menos recomendable para estudios que requieren
una preservacion histologica detallada. En este sentido, Comellison et al*® argumentan que,
aunque el HNOs es efectivo, su uso deberia limitarse a muestras en las que la estructura

histolégica no sea la prioridad.

En contraste con los acidos inorganicos, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) ha sido
defendido por Sharon et al® y Dusit Bunalee et al® como el método mas controlable y
preciso para la decalcificacion. Mohammad Shahid et al?’ reconoce sus ventajas, pero
enfatiza que su alto costo y su tiempo de actuacion prolongado pueden ser limitantes.
Kekerta et al?® y Nileshwariba et al® argumentan que, a pesar de estas desventajas, el
EDTA es la mejor opcién para preservar la morfologia celular, lo que lo hace

indispensable en estudios histoldgicos detallados.
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El debate se extiende también a los acidos organicos, como el acido formico (CH,0,) y el
acido tetracldrico (C,HCI;0,). Mohammad Shahid et al?” y Arango et al?® ven en el acido
formico una alternativa prometedora, ya que, aunque Ssu accion es mas lenta, es menos
agresivo con los tejidos. Sin embargo, Bolourchi et al® y Khangura et al®! defienden que el
acido tetraclorico, a pesar de su toxicidad, ofrece una opcidn mas rapida y efectiva, aunque

su uso debe realizarse con precaucion.

Finalmente, en cuanto a las soluciones menos toxicas, como el Liquido de Von Ebner, la
Solucion de Anna Morse y el Liquido de Perinyi, los autores también presentan diferencias
de opinion. Mahmoud et al?* y Mohamed Imran et al® destacan su seguridad y
controlabilidad, pero Dusit Bumalee et al® critican su alto costo. Khangura et al® por su
parte, sefiala que, si bien el Liquido de Perinyi permite una decalcificacion rapida, su

efecto dafiino sobre los tejidos sigue siendo una desventaja importante.
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Tabla 3. Eficacia de las sustancias decalcificantes.

A Estudio Sustancia decalcificante Tiempo Eficiencia
utor
Dimensidn Muestra utilizada empleado Muy alta | Alta | Media | Baja
Kavimalar al et® 2mm 58 Calculos pulpares EDTA 17% 1 dia X - - -
EDTA 10% 5 dias X - - -
Mansour®’ 5mm 3 Biopsias 0seas HCL 5% 8 hora - - X -
HNO, 5% 7 horas - - - X
o ) Solucién Anna Morse 14 dias X - - -
Widbiller al et®® 2mm 16 dientes
EDTA 21 dias - X - -
EDTA 5% X - - -
_ HCL 5% - - X -
Kumar al et*® 2mm 50 dientes 8 dias
HNO, 5% ] X ; ;
CH,0, 10% 5 ; ; X
EDTA 10% X - - -
42 Trozos de
Pholar al et* 2mm ) B HNO, 5% N/A - X - -
Amigdala calcificados
CH202 5% - - - X
. 2 Fragmentos de HNO; 4% ) X i i
Parrilli al et* lcm ) 14 dias
rodilla CH,0, 5% - - - X




Miao al et*

23 Fragmentos de

HCL 10%

1cm _ HNO; 10% 2 dias X
costilla
CH,0, 30% X
Vodithala al et® N/A 30 Espiculas éseas HNO, 10% 7 dias -
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Analisis e interpretacion

En la tabla 3, se presenta la eficiencia de las sustancias decalcificantes utilizadas por
distintos autores en tejidos de diferente constitucion donde el EDTA es de una muy alta
eficacia con un 62,5 %, seguido del HNO; con un 75%, el HCL con un 37,5%, el CH,0,
con un 25% y por dltimo la solucién de Anna Morse con un 12,5%.

Discusién

El &cido clorhidrico (HCI) y el &cido nitrico (HNO;) son dos de los compuestos mas
comunes en los estudios de decalcificacion debido a su capacidad para desmineralizar
rapidamente los tejidos. Mansour®, por ejemplo, utiliz6 HCI (5%) y HNO; (5%) en sus
biopsias dseas, observando que, aunque el tiempo de decalcificacion fue relativamente
corto (8 horas para HCI y 7 horas para HNO), la eficiencia de decalcificacion fue variable,
clasificandose en niveles medios o bajos dependiendo de la muestra tratada. En contraste,
Kumar et al® utilizd HCI (5%) y HNO, (5%) durante 8 dias en 50 dientes, donde el acido
nitrico mostré una eficacia mas alta en comparacion con el HCI. La diferencia en los
resultados podria deberse a la diferencia en los tipos de muestras (hueso vs. dientes) y a los

tiempos de decalcificacion mas largos en el estudio de Kumar®,

Estos hallazgos resaltan que HNO, parece ser mas efectivo que HCI, especialmente cuando
se requiere una decalcificacion mas profunda en muestras complejas como dientes,
mientras que HCI es mas adecuado para muestras menos densas y su decalcificacion rapida
es apreciada en algunos estudios, como el de Miao et al*?, que utilizd HCI (10%) con una

eficiencia variable pero relativamente rapida en muestras de cancer de mama.

El EDTA es una sustancia conocida por su accion mas lenta pero eficaz, especialmente en
muestras que requieren preservacion de tejidos delicados. Kavimalar et al®, que usaron al
17% en calculos pulpares, lograron una eficiencia muy alta en solo 1 dia. Sin embargo, este
resultado parece ser una excepcion, ya que otros estudios que utilizados reportan tiempos
mas largos, como el de Widbiller et al®, quienes usaron durante 14 a 21 dias, con una
eficiencia clasificada como alta, pero no comparable a los resultados obtenidos con acidos

fuertes en tiempos mas cortos.
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Mansour®” emple6 EDTA (10%) en 5 dias, alcanzando una eficiencia alta en algunos
casos, pero aun asi con una desventaja notable en comparacién con HNO;, que mostro
tiempos de decalcificacion mas rapidos (7 horas) pero con una eficiencia menor. Estos
contrastes muestran que, si bien EDTA es util cuando la preservacion tisular es critica, su
accion mas lenta en comparacion con los &cidos fuertes puede hacer que su uso no sea

practico en investigaciones que requieren resultados rapidos.

En cuanto a las soluciones de bajo impacto, solucion de Anna Morse y Biodec R son
opciones interesantes para aquellos estudios que buscan una decalcificacién mas suave,
aunque con tiempos mas largos de decalcificacion. Widbiller et al® utilizaron solucién de
Anna Morse durante 14 a 21 dias, con resultados satisfactorios, pero menos eficientes en
comparacion con los acidos. Este enfoque es similar al de Kumar et al®, que también

optaron por EDTA y soluciones mas suaves, pero con tiempos prolongados.

El Biodec R, utilizado en el estudio de Vodithala et al*® para tejidos duros, es otra
alternativa eficaz en términos de preservacion de muestras, con un tiempo de
decalcificacion relativamente corto de 1 a 5 dias y una eficiencia alta. Sin embargo, su
costo y la posible menor efectividad en muestras muy densas limita su aplicabilidad. La
comparacion con EDTA, que requiere tiempos mas nblargos, pero proporciona un control
més detallado, resalta una vez méas el dilema entre la rapidez y la calidad de la
decalcificacion. Los estudios sobre muestras de cancer de mama Yy tejidos duros muestran
resultados particularmente interesantes, ya que estas muestras pueden ser mas complejas
que las muestras de hueso tradicional. En Miao et al*?, el uso de HCI (10%), HNO; (10%),
y CH,0, (30%) logré una decalcificacion répida en 2 dias, con resultados mixtos en cuanto
a la eficiencia, que varié de muy alta a media. Sin embargo, el hecho de que el tiempo de
decalcificacion fuera tan corto sugiere que los acidos fuertes, a pesar de ser mas rapidos,
pueden no ser siempre la mejor opcion para muestras complejas, donde los compuestos
mas suaves como EDTA o solucion de Anna Morse podrian ser mas efectivos, aunque

requieren mas tiempo.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

El procesamiento de tejidos humanos mediante sustancias descalcificantes es una practica
fundamental en diversos campos de la investigacion y la medicina, especialmente para
preservar la estructura de muestras dseas y dentales. Los acidos fuertes como HCI y HNO,
permiten una descalcificacion rapida, lo que los convierte en opciones eficientes cuando se
requiere obtener resultados en tiempos cortos. Sin embargo, su uso prolongado puede
afectar la integridad de estructuras mas delicadas, como el cartilago y los tejidos blandos.
Por otro lado, el EDTA, aunque mas lento en su accion, ofrece un tratamiento mas suave y
controlado, siendo ideal para muestras sensibles que requieren un proceso mas gradual.
Otras sustancias, como el acido férmico y el liquido de Von Ebner, proporcionan métodos
mas suaves para la descalcificacion, pero su eleccion depende de las caracteristicas
especificas de las muestras y los objetivos del estudio. En definitiva, la seleccion del
agente decalcificante debe considerar tanto la rapidez del proceso como la preservacion de

la calidad de la muestra.

En la relacion entre los costos y la accesibilidad de los agentes decalcificantes mas
comunes. Se observa que, a pesar de que el acido clorhidrico (HCI) y el acido nitrico
(HNO;) son opciones relativamente econdémicas y facilmente disponibles, su uso frecuente
puede implicar mayores costos indirectos asociados con la necesidad de manejo
especializado y la potencial pérdida de muestras debido a su agresividad. Por otro lado, el
EDTA, aunque es un agente mas caro y menos accesible en términos de disponibilidad,
presenta una ventaja significativa en cuanto a la conservacion de muestras valiosas debido
a su accion menos destructiva. Este analisis sugiere que la eleccion entre estos agentes
debe considerar no solo la eficiencia y el tiempo, sino también los costos asociados al
manejo y la preservacion de las muestras. Mientras que HCI y HNO; pueden ser méas
accesibles en términos de precio y disponibilidad, los laboratorios que priorizan la
preservacion de la calidad de las muestras a largo plazo podrian optar por EDTA, pese a su
costo adicional, si la conservacion precisa de los tejidos es fundamental para los resultados

del estudio.

Las diferencias notables en la preservacién de la integridad de los tejidos entre los

diferentes acidos utilizados para la decalcificacion. Se observa que, aunque el acido nitrico
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(HNO;) es extremadamente eficiente en términos de velocidad, su capacidad para mantener
la estructura tisular es mas limitada en comparacion con otros acidos mas suaves, como el
EDTA. Esto se debe a la naturaleza agresiva del HNO;, que puede desnaturalizar proteinas
y alterar la arquitectura celular durante el proceso de decalcificacidn, especialmente
cuando el tiempo de exposicion no se regula con precisién. El acido clorhidrico (HCI),
aunque menos rapido que el HNO; demuestra una mejor preservacion en términos de
integridad tisular, aunque también requiere monitoreo para evitar la pérdida de detalles
estructurales. En contraste, el EDTA, aunque significativamente mas lento, es mucho mas
suave en su accion, lo que permite una preservacion superior de los tejidos sin
comprometer su estructura, lo que lo hace ideal para muestras delicadas que requieren ser
analizadas con un alto nivel de detalle. Este analisis subraya la importancia de seleccionar
el agente adecuado segun el tipo de tejido y los requisitos del estudio, priorizando la

preservacion estructural cuando sea necesario.
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ANEXOS



Anexo 1. Estructura de un hueso.

HUESO e5ponjoso

Hueso compacto

Pariostio

Fuente: https://drrafaelcastro.com/blog/como-estan-formados-los-huesos/

55



Anexo 2. Corte del tejido 6seo para Analisis Patoldgico.

Fuente: https://depositphotos.com/es/photo/medical-student-in-anatomy-dissecting-a-kidney-

45684073.html
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Anexo 3. Ficha técnica del Acido Clorhidrico.

HOJA DE DATOS DE
DE ACUERDOA LA SEGURIDAD DE SUSTANCIAS 1 ACIDO
NOM-018-STPS-2015 QUIMICAS CLORHIDRICO

1. Nombre ck la sustancia quimica: Actio Corhareo.

2 Usorecomendado y restricciones do & sustancia Seacyvn de lnboraionn.

3. Nombre dal fabricante o importador: Golden Bel 4. Encaso de emergencla comunicarse a: 29757005 PC
SECQON I IDENTIFICACION DEPELIGROS
Pictograma de peligro Palabra de Advertencia:

e,
5RO 202, Noavo pam & vk aouadcn.

P20 No resper
Indicacion de Peligro: ganeshemsties/mpoes
HIE. Noovo en camd de ngeston P4
H314. Provoc gaves lesones on i pled
v de b manpuiooon

FZ1 No comes, beber o fumar montms

HIE, Pucde imtar s viees
. HI7 1L Punde - T

F200, U guonies, o profecoon
POVOCT G005 o NS ONgance. G Y

SOUPO de pIIncoon s B Cam iy ops.

2. Nombmcomeechl Addo Corhidroca

4. Sinbnimos: Aodo Murstca Actio Hdoobnen,
1. Porcontaje y nombre de ios componanies Ciorn de Hidrogeno (g,

Agn 6756 y Ao Chiine 37% . I
y = 5. No CAS: 7647.010 |6 No.do ONU: 1785

7. Impurezaes yacdeves esnbhizadores: NO.

SRS LR .! ! -.!.~ .--.A-.I;g.- <3 I\:‘-

L VadeEntrach 2 Prmeros auxdlios

NO PROVOCAR EL vOMITO. En casa de que i vickTa et noorscens dar meranon Fmcal
Ol mantenesda en y Sipst commcenie cr a beber un poco de agua contnuamente (L
uchamds cxda 10 mretns

S ha comamnado b s rmedatamente y knar abundanic Lavar
= Qe Yy paed con R}

conagsa en

Cutsrea 0 :
undanon por al menas AU mnuns,

Fuente: https://es.scribd.com/document/398996348/HOJA-DE-SEGURIDAD-ACIDO-
CLORHIDRICO
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Anexo 4. Ficha técnica del Acido Nitrico.

FICHA DE DATOS DE
SEGURIDAD

AL L
GFITNIVITITR NI TE T TS

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO Y DE LA EMPRESA

Nombre Comercial Acido Nitrico

Sindnimos Agui fuerte, nitrato de hidrogeno, hideoxido de nitrilo

Formula Quimica HNO3

Peso Molecular 63.02 g'mol

Uso Construccién, Industria de abonos, Metalurgia y Textil.
Identificacion de la Empresa | CONSTRUCCIONES TECNICAS EN OBRAS CIVILESSAS

| Identificacion de Riesgos

|
Y - :. -t et _.'. e s .:‘.....y
| Primeras vias de exposicion

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Corrosivo, no inflamable. Reacciona con muchos compuestos org:inico.{
(acetona, dcido acético) v con sustancias inflamables (trementina, carbdn,
alcohol) con peligro de incendio, explosidn y formacion de gases tdxicos
En ciertas condiciones, mitrifica las materias celulosas facilitando sy
Ignicion,

Contacto con la piel, 0jos v vias aéreas

Sintomas relacionados con la exposicion

I - Inhalacion

- Contacto con los ojos

Una inhalacion aguda de este producto produce estomudos, ronguera,
luringitis, problemas para respirar, irmitacion del tracto respiratorio y
dolor del torax. En casos extremos se presenta sangrado de nariz,
ulceracion de las mucosas de nanz y boca, edema pulmonar, bronquitis
cronica y neumonia,

Produce irvitacion, dolor, lagrimeo, erosion de la cornea ¢

incluso, ceguera.

- Contacto con la picl

Para la picl, es peligroso tanto liquido, como en forma de
vapor, Causa quemaduras severus, la piel adguiere un color amarillo y
se presenta dolor v denmatitis.

- Ingestion

Este acido es muy corrosivo y puede destruir los tepdos
gastrointestinales, Produce salivacion, sed intensa, dificultad para
tragar, dolor y shock,

Fuente: https://es.slideshare.net/gelazapata/ficha-de-acido-nitrico
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Anexo 5. Ficha técnica del EDTA

SSOMAC Reg 01- E10
VOLCAN Nombre Formula
MSDS EDTA ( Titriplex Ill) C1oH1sN2Na20s 2H20
Criterio de Seguridad Color Valor Caracteristica
Inflamabildad Rojo 1 noinflamable | Peso Molecular 372.26
Toxicidad Azl 1 \Venenoso Punto de Ebullicidn No se dispone
Reactividad Amarilio 1 Irritante Punto de Fusidn 252°C
Q : Producto Quimico Blanco Cor Coerosivo Gravedad Especifica  Nose dispone

|Infiamabilidad Equipo de proteccion personal
PROTECCION RESPIRATORIA: Respirador para gases organicos NOSH
Temperatura de auto-inflamacion : en alta concentraciones use auto contanido y auto rescate

En caso de incandio: No inflamabie, produce gases toxicos PROTECCION PARALOS 0JOS: Lentes quimicos Goggles
(Acido Acético), usar obligatonaments auto contenido SCSR PROTECCION PARA LAS MANOS: Guantes de Nitrilo
Iev'nm us0 de agua, 8s contaminante, medio de extincion, CO2 PROTECCION PARA LOS PIES: Botas de Jebe

8

spuma POS
Toxicldad Conslderaclones ante emergencias
|INHALACION Quemadura , im:acion INHALACION: Evacuar hacia aire fresco, proporcionar oxigeno. llevar 2l medico,
CONTACTO CON LA PIEL: Quemaduras, irmitacion posible quemadura de l2s vias respratonas,
CONTACTO CON LOS 0J0S: Quemaduras, iritacon CONTACTO CON LOS 0JOS: Lavar suavements con agua corrienie duarnte 15

CONTACTODEINGESTION: ~ Quemadura, envenenamento  [min, abriendo ocasionalmente s parpados.
CONTACTO CON LA PEEL: Remueva ia ropa, lave con agua y jabon , consulte

al médico
INGESTION: De & beber nmediatamente agua o leche. Nunca de nada por la boca
|Reactividad boca & una persona que 58 encuentre INConscients.
Sustancia: estable. Informacion Ecologica: Taxco para peces, algas y dafnias. Manteniendo las
Condiciones a evitar: matenales Incompatibles condiciones adecuadas de manejo, no deben esperarse problemas ecologicos.
I:ncompatm:dad (sustancias 8 evitar):agnetes oxdanies
vertes. Manipulaciony Almacenamiento:
Descomposicion de componentes peligrosos: Evits generacion de polvo.

(Oxidos Nitrosos (Nox), Oxidos de carbono{ CO y CO2)

Fuente: https://es.scribd.com/doc/222796913/Edta
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Anexo 6. Ficha técnica del Osteomol.

Nombre del Producto ;: OSTEOMOLL®

Descalcificacién rapida (con
fijacién) para histologia

Nivel de Calidad MQ400
Valor de pH 1 (H, O, 20 °C)

Aplicaciones

P202: No manipular sin leer,
P280: Usar guantes/proteccion
ocular, P301 + P312: En caso

Declaraciones de ingestion, P303 + P361 +

de Precaucion P353: Contacto con piel, P304
+ P340 + P310: Inhalacién,
P305 + P351 + P338:
Contacto con 0jos.

6.1D: Materiales no
combustibles, téxicos
agudos Cat.3

Clase de
Almacenamiento

Desecho 9

Conservar entre +15°C y

Almacenamiento
+25°C

Solucién para descalcificacion
rapida con fijacion para
histologia. Descalcifica tejido
6seo y ablanda tejido
gueratinizado, fijando las
muestras en el mismo proceso.

Descripcion
General

Codigo HS 3824 99 92

Densidad 1,10 g/cm3 (20 °C)

H290: Corrosivo para metales,
H302 + H332: Nocivo por
ingestion/inhalacion, H314:
Provoca quemaduras graves en
la piel, H317: Puede causar
reaccion alérgica, H335:
Irritacion respiratoria, H341:
Sospecha de defectos
genéticos, H350: Cancer.

Declaraciones
de Peligro

Palabra de Senal Peligro

Grupo de WGK 3: Altamente
Trabajo en Agua peligroso para el agua

Nocivo, irritante,
cancerigeno, sensibilizaste

Declaracion de Transporte ONU 1789, 8,
ADR I

Categorias de
Peligro

Fuente: https://www.merckmillipore.com/INT L/en/product/ OSTEOMOLL,MDA CHEM-

1017367?ReferrerURL=https%3A%2F%2 Fwww.gooqle.com%2F
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Anexo 7. Ficha técnica del Osteosoft

Categoria Descripcion
Numero de 101728
Catalogo
Nombre del OSTEOSOFT®
Producto
Descripcion Solucién descalcificadora suave para histologia, utilizada para
General desmineralizar y descalcificar huesos, muestras de médula 6sea y otros
tejidos duros de origen humano. Formulada con EDTA, ideal para biopsias.
Aplicaciones Solucion descalcificadora suave para histologia

Declaraciones de

Peligro

H318: Provoca lesiones oculares graves. H373: Puede provocar dafios en
los 6rganos tras exposiciones prolongadas o repetidas en caso de

inhalacion.

Declaraciones de
Precaucion

P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P280: Llevar gafas/mascara de proteccion. P305 + P351 + P338: En caso de

contacto con los 0jos, enjuagar con agua.

Palabra de Sefal

Peligro

Clase de

Almacenamiento

10 - 13 Otros liquidos y s6lidos

Grupo de Trabajo
en Agua

WGK 2: Obviamente peligroso para el agua

Desecho

3: Los reactivos organicos relativamente poco reactivos deben recogerse en

el recipiente A. Si estan halogenados, deben recogerse en el recipiente B.

Almacenamiento

Conservar entre +15°C y +25°C

Fuente: https://www.merckmillipore.com/INT L/en/product/ OSTEOSOFT, MDA CHEM-

101728?ReferrerURL=https%3A%2F%2 Fwww.google.com%2F
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Categoria

Anexo 8. Ficha técnica del BIODEC-R

‘ Descripcion

Producto

Cddigos de
Corte/Unidad
Contenedor
primario
Contenedor
secundario

Aplicacion

Principio activo

Técnica de

fijacion

Componentes

Advertencias

Conservacion
Estabilidad

Eliminacion

BIODEC R

05-M03009 500 ml (UDI-DI 08033976234423), 05-03009Q 4 x 2,51 (UDI-
DI 08033976232122)
Frasco de PET (polietileno tereftalato), 2,5 litros, color blanco, con tapén de
polietileno HD.

Caja de carton

Descalcificacion rapida de tejidos mineralizados (hueso compacto,
concreciones calcéareas) con mezcla bidcida y corrector salino.
Acido clorhidrico y acido férmico reaccionan con calcio tisular (carbonato,
fosfato, oxalato, urato) para descalcificacion.

Relacion 1:100, tiempo de uso: 6-12 horas para muestras de hasta 5 mm de
espesor. Post-descalcificacion: flujo de agua corriente 1 hora o 3 cambios de
PBS.

Acido clorhidrico, &cido formico, corrector salino, agua destilada.

Uso profesional en laboratorio. Clasificado como peligroso. Seguir
instrucciones de seguridad en la etiqueta y ficha técnica.

A temperatura ambiente, mantener los frascos bien cerrados.

2 afios a partir de la primera apertura, si se conserva correctamente.

Desecho peligroso, entregar a empresas autorizadas segin las leyes vigentes.

Fuente: https://bio-optica. it/ftp/Sito/technical datasheet/03009 ES.pdf
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Anexo 9. Procesamiento rutinario de tejidos.

Pasos del procesamiento de tejidos rutinario

Paso Descripcion Tiempo
1. Fijacion Los tejidos se sumergen en una solucién fijadora 12-24 horas
(formalina) para preservar su estructura.
2. Deshidratacion Los tejidos se pasan por una serie de soluciones 1-2 horas
alcohdlicas de concentracion creciente (70%, 95%, 100%) por cada
para eliminar el agua. solucion
3. Aclaramiento Los tejidos se sumergen en un agente aclarador, como el 1-2 horas
xileno, para eliminar el alcohol y hacer que los tejidos sean
mas compatibles con la parafina.
4. Infiltracion Los tejidos se impregnan con parafina fundida. 4-6 horas
5. Inclusién Los tejidos impregnados con parafina se colocan en 1-2 horas
moldes y se dejan solidificar a temperatura ambiente o en
un bafio de parafina fria.
6. Corte Los blogues de parafina con los tejidos se cortan en 1-2 horas
secciones finas utilizando un micrétomo.
7. Desparafinizacién Las secciones se sumergen en xileno para eliminar la 30 minutos
parafina y hacer que los tejidos sean compatibles con los alhora
reactivos acuosos.
8. Rehidratacion Las secciones desparafinadas se pasan por una serie de 30 minutos

soluciones alcohdlicas decrecientes y luego se rehidratan

con agua.
9. Tincion Las secciones se tifien con colorantes como la 30 minutos
hematoxilina y eosina para visualizar los diferentes - 1 hora

componentes celulares bajo el microscopio.
10. Deshidratacion Después de la tincién, las secciones se pasan nuevamente 30 minutos
final y aclaramiento | por alcohol y xileno para prepararlas para el montaje final.
11. Montaje Se aplica un medio de montaje (como balsamo de Canada) 15-30
sobre las secciones para fijarlas en un portaobjetos, y luego minutos
se cubren con un cubreobjetos.
12. Observacion Finalmente, se observa la muestra bajo el microscopio para Variable
realizar el andlisis histoldgico.

Fuente: https://citopatveterinaria.com/procesamiento-histologico-rutinario-de-los-tejidos/f
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1. Preparacion

2. Colocacion

de la muestra

3. Adicion de
solucion

4. Incubacion
5. Monitoreo
del proceso

6. Detencion
del proceso

7. Lavado

8. Almacenaje

0 procesado

Anexo 10. Pasos para realizar la decalcificacion.

Pasos para realizar una decalcificacion

Reune los materiales necesarios: solucion decalcificadora (&cido
clorhidrico, acido acético o productos comerciales), guantes, pinzas,
frascos o recipientes adecuados.

Coloca la muestra (como un hueso, diente o material bioldgico) en el

recipiente adecuado para evitar contaminacion o pérdida.

Vierte la solucion decalcificadora sobre la muestra, asegurandote de
cubrirla completamente.
Deja la muestra en la solucién durante el tiempo recomendado.

Revisa el estado de la muestra periddicamente.

Una vez que la muestra esté suficientemente decalcificada, retirela de
la solucion.

Lava la muestra con agua destilada o solucidn salina para eliminar los
residuos del &cido.

Después de decalcificar, puedes proceder con los analisis o almacenar

la muestra.

Fuente: https://www.leicabiosyste ms.com/es/knowledge-pathway/an-introduction-to-

decalcification/

64


https://www.leicabiosystems.com/es/knowledge-pathway/an-introduction-to-decalcification/
https://www.leicabiosystems.com/es/knowledge-pathway/an-introduction-to-decalcification/

