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RESUMEN

La tincion hematoxilina — eosina se ha considerado indispensable y fundamental a lo
largo de los afios, la presente investigacion es de caracter documental no experimental,
posee un enfoque cualitativo porque se realizd una recopilacion de informacion
relacionada a la temética, ademas adoptd un alcance descriptivo ya que se consiguieron
datos ligados al tema, como objetivo se determind realizar una investigacion
bibliografica acerca de la caracterizacion de la tincion hematoxilina — eosina segun
estado postmortem y ademas analizar las similitudes que ésta presenta con la
histopatologia clinica. ElI ambito forense en la actualidad tiene un elevado nivel de
importancia porque se encarga de explicar y demostrar un delito y por ende determinar
sus autores, esto se realiza por medio de un conjunto de técnicas y procedimientos
cientificos, divididos en varias areas. La histopatologia forense pertenece a ésta rama
del conocimiento y su principal funcién es ayudar al médico legista a determinar la
causa de muerte del occiso, para lo que se realizan una serie de protocolos ligados a los
conocimientos histologicos, los mismos que se detallan en el presente proyecto de
investigacion, dando relevancia al proceso de tincion hematoxilina — eosina, ya que
gracias a su excelente trabajo al tefiir las diferentes estructuras tisulares, se puede
observar por medio del microscopio Optico la morfologia celular de los tejidos u
organos a estudio. Ademas se analizaron diferentes estudios que poseen técnicas gque se
pueden implementar en el laboratorio de histopatologia forense para obtener un mejor

resultado en el momento de la tincion.

PALABRAS CLAVE: Histopatologia forense, Tincion hematoxilina — eosina,
Histologia, Procesamiento de tejidos, Ciencias Forenses
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ABSTRACT

Hematoxylin-eosin staining has been considered essential and fundamental over the
years; the present research is of a non-experimental documentary nature. It has a
qualitative approach because a compilation of information related to the subject was
made; it also adopted a descriptive scope; since data related to the subject were
obtained. The objective was to carry out a bibliographic investigation about the
hematoxylin-eosin staining's characterization according to postmortem status and
analyze the similarities it presents with clinical histopathology. The forensic field
currently has a high level of importance because it is responsible for explaining and
proving a crime and determining its perpetrators. This is done through a set of scientific
techniques and procedures, divided into several areas. Forensic histopathology belongs
to this branch of knowledge. Its primary function is to help the forensic doctor to
determine the cause of death of the deceased. Thus, a series of protocols linked to
histological knowledge is carried out, which are detailed in the current research project.
The hematoxylin-eosin staining process has relevance. Thanks to its excellent work in
staining the different tissue structures, the cell morphology of the tissues or organs
understudy can be observed through the light microscope. Besides, different studies
were analyzed with techniques that can be implemented in the forensic histopathology

laboratory to obtain a better result at the time of staining.

Keywords: Forensic Histopathology, Hematoxylin - Eosin Staining, Histology, Tissue

Processing, Forensic Science.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

Las ciencias forenses en la actualidad tienen un alto grado de importancia porque se
ocupa de explicar y demostrar un delito y por ende establecer cuéles son los autores y
determinar la participacion de éstos, por medio de la realizacion de un conjunto de

técnicas y procedimientos ligados a diferentes conocimientos cientificos.

Una de las &reas dentro de las ciencias forenses es la histopatologia forense que se
podria considerar un pilar fundamental para esclarecer los diferentes casos delictivos,
debido a que el personal en ésta area tiene una de las tareas mas arduas, al ser participes
del proceso de la busqueda de la verdad cuando la causa de la muerte no se encuentra
clara o existen dudas latentes, lo cual conlleva una gran responsabilidad debido a que la
emision del informe pericial histopatologico, le permitira al médico legista determinar la
causa exacta de la muerte, de tal forma que si no se realiza un buen trabajo, esto puede

acarrear repercusiones tanto juridicas como sociales.

Alrededor del mundo existen varios centros de investigacion forense que cuentan con
laboratorios de Gltima tecnologia en el area de histopatologia, en donde las muestras se
obtienen principalmente de casos de homicidio y asesinatos, por ello se considera
fundamental en el proceso de investigacion penal y por ende para asegurar el

cumplimiento de la verdad y la justicia.

A nivel mundial se puede mencionar el continente Europeo, en paises como Espafia, el
cual tiene una tasa de homicidios del 0,48 por cada 100.000 habitantes, mientras que en
paises vecinos como Francia tiene una tasa de homicidios de 1,31 por cada 1000.000
habitantes y Alemania 0,91 por cada 100.000 habitantes. Actualmente la histopatologia
forense en toda Europa vive un momento extraordinario que ha sido fruto, sin duda, de
la puesta en marcha y el desarrollo de los institutos de medicina legal en los cuales
alrededor del 90% de los casos delictivos se requiere de la participacion del area de
histopatologia forense®.

Dentro de Latinoamérica, paises como Puerto Rico, en donde segun estadisticas
recientes la tasa de homicidios es de 20 por cada 100.000 habitantes, pais en donde se
realizan placas de estudio histopatolégico de casi el 100% de los casos judiciales?,

tambien paises con un mayor indice delictivo como es Honduras en donde su tasa de



homicidios es de 43.6 por cada 100.000 habitantes; se conoce que dos de sus principales
laboratorios de histopatologia forense se encuentran en las ciudades de Tegucigalpa y
San Pedro Sula, en los que cuentan con una produccién amplia en éste &mbito, debido a

la fuerte demanda se realizan analisis de entre 40 a 60 muestras mensuales®.

Actualmente el Ecuador tiene una tasa de homicidios y asesinatos de 6.4 por cada
100.000 habitantes, el mismo que se ha mantenido por los Gltimos afios, por tal motivo
en el afo 2015 las autoridades se vieron en la necesidad de crear ocho centros de
investigacion forense, para impulsar la investigacion del delito en nuestro pais, los
mismos que cuentan con laboratorios en distintas areas y por supuesto en histopatologia
forense, en donde se trabaja con una gran afluencia de muestras. Hoy en dia la ciudad de
Riobamba no cuenta con un centro de investigacion forense, pero se espera que en un

futuro se continde con el plan de construccién del mismo®.

El analisis histopatoldgico forense se divide en diferentes fases: pre-analitica, analitica y
post-analitica. La fase preanalitica se considera desde la recepcién de las evidencias,
que en éste caso son las muestras de érganos o fragmentos con su respectiva cadena de
custodia, se procede a la comprobacién de datos y su codificacion, continuando empieza
la fase analitica, comenzando con la observacion macroscopica, siguiendo con el
procesamiento de tejidos, tincion, montaje y por ultimo el analisis microscopico y la
fase post-analitica en la que se realiza el informe de resultados obtenidos. Es importante

mencionar que se deben tener evidencias fotograficas de cada fase.

La tincion hematoxilina — eosina se considera como un método comunmente utilizado
en histopatologia forense, esto es por varios factores entre los que se pueden mencionar,
el bajo costo de los reactivos que se utilizan para su realizacion, el tiempo que se utiliza
durante el protocolo de tincion es relativamente corto, ademas su eficacia y eficiencia

son excepcionales.

El propdsito de la presente investigacion es establecer la importancia que tiene la
tincién hematoxilina — eosina para el estudio postmortem, debido a que los tejidos
comunmente son incoloros y requieren ser tefiidos para diferenciar sus estructuras
tisulares, por ende realizar esta tincion ayuda significativamente al analista en la
observacién microscopica y por lo tanto facilitard la determinacién de la causa de

muerte del occiso.



La histopatologia forense

Por todo lo antes mencionado, es importante conocer mas acerca de la histopatologia
forense, la misma que se encarga del estudio macroscépico y microscopico de los
diferentes 6rganos y tejidos que han sido extraidos en una autopsia, o también hay
varios casos de exhumaciones de caracter judicial, en ambos casos se practican

procedimientos y metodologias especializadas de la rama de histopatologia clinica>®.

La histopatologia es una rama estrechamente relacionada y fundamentada en los
conocimientos histolégicos, debido a que se encarga del estudio de la morfologia celular
y por ende de las alteraciones que sufren las células postmortem de los tejidos a estudio.

La histopatologfa proviene de las palabras griegas®”®:

e Histos: tejido
e Pathos: lesion o algun tipo de enfermedad

e Logos: estudio

Por lo tanto se entiende que la patologia es la encargada del estudio de las alteraciones
que se pueden observar al microscopio o cualquier cambio o alteracion en los tejidos
como producto de algun tipo de enfermedad o lesion. En el ambito forense se realiza el
estudio histopatoldgico tanto en muertes violentas que se pueden considerar como no

naturales y en muertes naturales®.

El andlisis microscépico de los tejidos se lo realiza posterior a la necropsia pertinente, la
importancia del estudio histopatoldgico forense radica desde ese punto debido a que el
perito responsable del area de histopatologia procede con su trabajo, el cual se centra en
corroborar, cambiar o descartar 1o que se observo en el estudio macroscopico, y de esta
manera dando solidez y fundamentos cientificos al estudio de la necropsia médico-

legal®®.

La importancia del estudio microscépico en el area de histopatologia forense se
demuestra también en varios casos donde en el estudio macroscopico no se puede
visualizar ninguna alteracion aparente en los 6rganos o tejidos, por lo que no se podria
determinar la causa de muerte sin la colaboracion del andlisis de dicha &rea. Un dato
importante a considerar podria ser también que si se determina que el factor que produjo
la muerte es de caracter genético se ayudaria a los predecesores a tomar en cuenta

dichas alteraciones para evitar problemas futuros en su salud. Ademas brinda a la

3



familia una explicacion clara y precisa sobre la muerte repentina de su ser querido™®**

12

También, la envergadura del perito es enorme, por ello debe ser consciente de la
importancia que tiene su labor dentro de la investigacion forense ya que es portador de
una responsabilidad publica debido a que su apreciacion conjuntamente con las pruebas
cientificas, puede ser decisiva en la resolucion judicial. Lo cual implica que las
decisiones que tome el perito pueden afectar el honor, el futuro y la libertad de las

personas involucradas en el caso delictivo™ 4,

Por eso se considera de vital importancia mencionar que en ésta y en todas las areas
forenses no debe existir ningun error ya que cualquier falencia en el proceso de

investigacion puede ser desastroso y dar un resultado erréneo y poco confiable¥*>1.

Convencionalmente, la histopatologia forense se ha considerado parte integral no solo
para esclarecer la causa de muerte, sino para determinar respuestas a algunas

interrogantes legalmente importantes como™:

e Cronologia histomorfoldgica de la enfermedad
e Hallazgos histologicos post mortem

e Determinaciones histomorfoldgicas de la edad

También es importante establecer que un buen conocimiento en ésta area es de gran
importancia por lo que se puede asesorar a 6rganos judiciales en los que podemos
mencionar, a la policia, tribunales, fiscales, ademas instituciones de seguros en términos

de qué acciones de diagnéstico son empleadas después de la autopsia™.
El trabajo que se realiza dentro del laboratorio de histopatologia forense

La histopatologia forense se encarga de estudiar los diferentes métodos, técnicas y
procedimientos que ayudan a la transformacién de un fragmento de tejido u érgano en

una fina pelicula que nos facilita su observacion microscépica’.
Fase pre-analitica

El trabajo en el laboratorio de histopatologia forense comienza con la recepcion de
evidencias , es decir, desde que llega la muestra (6rgano o tejido) al laboratorio con su

respectiva cadena de custodia, lo cual se define segun la Fiscalia General del Estado



como el conjunto de pasos que garantizan la buena y correcta preservacion de los
diferentes indicios encontrados y recolectados en el lugar de los hechos; durante todo el
proceso investigativo, y que dentro de la fase del juicio, ser& prueba contundente para

que el tribunal de justicia decida sobre la responsabilidad o inocencia del acusado®®%2°.

Ademas de la cadena de custodia son necesario otros documentos como el oficio
solicitando la diligencia conjuntamente con la orden del fiscal a cargo, dirigido al
administrador del Centro de Investigaciones y Ciencias Forenses, en el que debe estar
especificado que se requiere del estudio histopatoldgico de las evidencias enviadas, el
acta de posesion para el perito que va a realizar el analisis, en el que debe constar
nombre completo, nimero de cédula y nimero de acreditacion del mismo. También es
fundamental recibir la solicitud del analisis histopatolgico postmortem por parte del
médico legista®.

Las condiciones para aceptar las evidencias (muestras de tejidos u érganos) son:

e Las muestras deben estar fijadas en formol bufferado al 10%, y en el caso de cerebro
y cerebelo que se consideran como tejido blando al 20%2.

e Los organos que tengan un diametro mayor a 4cm, deben enviar realizados varios
cortes en porciones a lo largo del 6rgano para que la preservacion del mismo sea
mejor?'.

e La cantidad de formol tiene que ser tres veces mas que el tamafio del 6rgano o
fragmento enviado. Los recipientes de plastico permiten una buena relacion de
formol-6rgano, ademas que se previenen accidentes al no ser de vidrio® %2,

e Por ningln motivo se aceptan muestras en bolsas plésticas, siempre envases rigidos
de plastico?**%,

e El envase de plastico debe estar correctamente rotulado con: el nombre del occiso,
descripcion de la pieza anatomica, la fecha y la hora en la que fue extraida la
muestra, namero del caso, nombre del médico legista responsable, fiscal que se
encuentra a cargo del caso?.

e La boca del envase debe ser amplia, de modo que el 6érgano o fragmento pasen de
forma muy holgada. Ademas el envase de plastico debe ser estéril, de tapa en forma

de rosca para que no sea de facil apertura® %,



La fase pre-analitica finaliza con la codificacion, la cual consiste en asignar una
numeracion determinada para cada caso. La misma se debe plasmar sobre: la solicitud
del examen, envase, caseta y placa histologica. Y también se debe anotar la fecha y hora

en la que se recibe la muestra®%*,

Fase analitica
Observacion macroscopica

La observacion macroscopica dentro del laboratorio de histopatologia forense se realiza
en una estacion de trabajo a base de acero inoxidable, en el que se procesan las piezas
anatomicas a estudio, a las que se debe realizar cortes representativos de 3mm de
espesor, esto se lo hace con bisturi estéril y regla, ademés en ésta estacion existe un
sistema de extraccion de gases nocivos para precautelar la salud del perito analista. Esta
etapa del analisis histopatologico se encarga de describir el 6rgano o fragmento de
tejido por sus caracteristicas fisicas. Entre los aspectos que se describen en los informes

periciales tenemos®:

e Masa: Seccion irregular y corpulenta de varios o un tejido quistico o solido,
también existen solido-quistico.

e Fragmento: Seccion unica o también puede ser multiple de tejido que puede
considerarse ser mucoide, membranoso, hemorragico, entre otros.

e Forma: Se puede mencionar formas rectangulares, cilindricas, esférica, romboidal,
entre otros.

e Color: Las formas mas comunes son rosado, nacarado, blanco, café, verde, entre
otros.

e Peso: Se determina en gramos.

e Dimensiones: Se mide el espesor, alto y ancho.

o Superficie: Puede ser rugosa, vellosa, lisa, entre otros.

e Aspecto exterior: Puede ser grumoso o granular, fibroso, sélido, compacto,
hemorragico, purulento, entre otros.

e Consistencia: Puede ser firme, blanda, dura, gelatinosa, entre otros.

e Contenido: Puede ser purulento, turbio, sebaceo, liquido, grumoso, entre otros.



Proliferacion: Puede ser hipertrdfica, pediculada, normalmente se utiliza para
descripciones de patologias en fragmentos de piel, ademas en ésta area se debe tener
conocimiento de la siguiente terminologia:

o Roncha: Elevacion en la piel, se considera pasajera y normalmente se

encuentran de color rojo blanquecino, con un didmetro que oscila entre los
0.5cm — 10cm.

Ampolla: Lesion que se puede observar elevada, también se puede observar
liquido en su interior y tiene un diametro mayor a 5mm.

Papula: Lesidn de consistencia solida, que se puede observar que sobresale
de la piel y puede tener un didametro de hasta de 5mm.

Excoriacion: Zona traumatizada, por lo usual en forma lineal o profunda.
Escama: Lesion en forma de laminillas epiteliales, normalmente son finas y
resecas.

Nodulo: Lesion, elevada, de consistencia sélida, su diametro es mayor a
smm.

Macula: Se puede observar como una especie de mancha amoratada, no se
puede palpar y no tiene relieve en la piel.

Vesicula: Lesion elevada que contiene liquido y tiene un didmetro hasta de
smm.

Pustula: Lesion elevada, que posee contenido purulento, tiene un didmetro

de hasta 3mm.

Los cortes realizados de los érganos o fragmentos se los introducen en sus respectivas

casetas rotuladas previamente con lapiz 2B o carboncillo para evitar que los reactivos

borren la codificacion..

Para el procesamiento de tejidos segin en manual emitido por parte de la Fiscalia

General del Estado, se puede realizar de dos formas, segun el equipamiento que tenga el

laboratorio de histopatologia forense:

Procesamiento de tejidos en procesador manual.

Procesamiento de tejidos basado en aplicacion de microondas sin uso de xilol.



Procesamiento de tejidos en procesador manual

Fijacion: Se debe introducir las casetas que contienen los fragmentos de tejido en un
envase con formol bufferado al 10% o si las casetas contienen cortes de cerebro o
cerebelo se debe utilizar formol bufferado al 20% y dejarlas ahi durante 24 horas. Es
indispensable que el formol cubra por completo todas las casetas. Esto se lo realiza para

evitar la autolisis y que se conserven intactas las estructuras tisulares?>324%

Deshidratacion: La parafina no es miscible en agua, entretanto los tejidos
principalmente se componen de agua. Esto involucra que para una facil introduccién de
la parafina en estado liquido en el fragmento de tejido u 6rgano debe cambiarse el agua
por un solvente orgénico. Lo cual se obtiene mediante este proceso, el cual se lo realiza
introduciendo las casetas que contienen los fragmentos de tejido en diferentes envases

con etanol de la siguiente forma®: 2228,

e Envase con etanol al 95% por 1h.

e Envase con etanol al 95% por 1h.

e Envase con etanol al 100% por 1h.

e Envase con etanol al 100% por 1h.

e Envase con etanol al 100% por 1h.

e Envase con alcohol isopropilico por 1h.

e Envase con alcohol isopropilico por 1h.

Aclarado: Proceso por el cual se consigue la sustitucion del agente deshidratante por
una sustancia miscible con el medio de inclusion que va a utilizarse y de esta manera
penetrar en el tejido. Esto se lo realiza segin la disponibilidad de reactivos del
laboratorio histopatolégico forense, debido a que se puede utilizar tolueno, xilol o
sustituto de xilol. Estas sustancias se denominan aclarantes, debido a que su efecto en el
tejido es dar cierto grado de traslucidez, lo cual establece que la sustancia se introdujo
en el fragmento correctamente. Y se lo realiza introduciendo las casetas que contienen

los fragmentos de tejido en diferentes envases, de la siguiente forma? 26282

e Envase con xilol, tolueno o sustituto de xilol por 1h.

e Envase con xilol, tolueno o sustituto de xilol por 1h.



Infiltracion: Es indispensable infiltrar el fragmento en un material de consistencia firme
que permita realizar cortes adecuados para su estudio, el material idéneo para realizar

este procedimiento se denomina parafina®?®.

La parafina es una sustancia de
consistencia cerosa conformada por la mezcla de hidrocarburos obtenidos comdnmente
como producto en la elaboracion de aceites lubrificantes provenientes del petréleo. A
temperatura ambiente tiene una consistencia sélida y su punto de fusién puede ser
cambiante dentro de los rangos de 40°C - 70°C dependiendo de la mezcla de

hidrocarburos, pero en éste caso se recomienda que sea hasta los 62°C%*".

Este proceso se lo realiza introduciendo las casetas que contienen los fragmentos de

tejido en diferentes envases que contienen parafina derretida, de la siguiente forma?*:

e Envase con parafina derretida por 1h, con su punto de fusibn maximo hasta los
62°C.

e Envase con parafina derretida por 1h, con su punto de fusion maximo hasta los
62°C.

El punto de fusion de la parafina es importante que sea constante y preciso debido a que
es la temperatura en la que la materia en estado sélido logra hacer su paso al estado
liquido y los grados centigrados para llegar a este estado normalmente viene

recomendada por la casa comercial que provee la parafina®®?’.

Procesamiento de tejidos basado en aplicacién de microondas sin uso de xilol.

En este procedimiento se utiliza un equipo que tiene como propdsito reducir tiempo y
por ende agilitando el procesamiento de tejidos, ademas proporciona condiciones
seguras para el perito analista, para las muestras y para el medio ambiente. Con este

equipo se pueden procesar desde uno hasta cuarenta y cinco casetas a la vez*.

Fijacion: Este paso se lo realiza si las casetas con las muestras no se encuentren ya pre-
fijadas, es decir para tejidos frescos que necesiten ser procesados de inmediato. Se
deben colocar las casetas que contienen el fragmento de tejido en el Rack de casetas, y
éste a su vez introducirlo en un envase con formol bufferado al 10%, o si las casetas
contienen cortes de cerebro o cerebelo se debe utilizar formol bufferado al 20%, e

introducir el envase en el equipo por 30 minutos® 2+



Deshidratacion: Se lo realiza con etanol, el rack de casetas fijadas en formol bufferado
debe ser sumergido en un envase con etanol al 95% por 10 veces, después introducir el
rack de casetas en etanol al 100% y colocar en el equipo por 25 minutos?'.

Aclarado: Se lo realiza con isopropanol, se debe pasar el rack de casetas al histomddulo
determinado con isopropanol, inmediatamente después del paso anterior, sin pasar por

alcohol ni agua. Colocarlo en el equipo durante 55 minutos®.

Infiltracion: Se lo realiza con parafina en estado liquido, se debe tener lista la parafina
en el vaso de precipitacion, con el disco de calentamiento en la estufa bacteriolégica
para que ésta llegue a su punto de fusion y por ende se diluya y mantenerla a
temperatura constante, minima de 56°C. Introducir en la parafina derretida el rack de
casetas y verificar que la parafina cubra todas las casetas e introducirlo al equipo

durante 1 hora y 15 minutos?".

Al finalizar el procesamiento de tejido, en la pantalla del equipo saldra un mensaje
dando la opcién de guardar el proceso que se realizd, lo cual permite la verificacion
posterior de los pasos para su verificacion, en el caso de que se requiera algun tipo de

comprobacion.
Inclusion

Se puede definir este paso como el encierro del fragmento de tejido en material de
inclusion, en el que consiste que el tejido se impregne de formol bufferado, de modo
que llene todas y cada una de sus cavidades y espacios tisulares e intracelulares, de tal
forma que el formol proporcione a los tejidos la firmeza necesaria para realizar cortes lo

suficientemente delgados de espesor ademas homogéneos?® 222,

Este procedimiento se lo realiza en un equipo semi-automatico llamado Histocentro, en
el que se utiliza parafina de la mejor calidad como son las pastillas de parafina, que
tienen un punto de fusion entre 56°C y 58°C. EIl equipo esta programado para que la
parafina y las partes que requieran calor lleguen a una temperatura maxima de 58°C. Es
importante también verificar siempre que el reservorio de parafina se encuentre lleno y

este en funcionando correctamente la plancha fria y la plancha caliente? 26282,

En el proceso de inclusion se ocupan moldes de acero inoxidable de varias medidas,

para permitir elegirlos segin las necesidades de tamafio y cantidad de fragmentos de
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tejidos que se van a incluir en cada uno de los bloques de parafina. El procedimiento se

divide en diferentes pasos como son* %%

e En el Histocentro se deben colocar las casetas.

o Se debe realizar una correcta orientacion de tejidos, llenando con parafina casi en su
totalidad del molde de acero inoxidable seleccionado, se debe tener la pinza que se
va a utilizar previamente caliente, con ésta se va a realizar una presion ligera para
que se vaya al fondo del molde el fragmento de tejido.

e Sellar con la caseta y colocar un poco méas de parafina para asegurarla.

e Ubicar el molde que contiene el blogue de parafina realizado anteriormente en la
plancha fria del Histocentro y dejar ahi por un tiempo minimo de 10 minutos y un

méximo de 2 horas.
Microtomia

Para este procedimiento se utiliza un equipo mecanico denominado micrétomo, el
mismo que permite obtener secciones de fragmentos de tejidos con un espesor
micromeétrico. Los micrétomos tienen diferentes mecanismos que permiten establecer el
grosor de los cortes y ademéas ocupan cuchillas elaboradas en metal, que deben ser
cambiadas cada tres bloques de parafina trabajados. Se utiliza éste equipo para el
estudio de secciones de tejidos para establecer su patologia y por ende ayudar al médico

legista a establecer un diagnéstico?>°.

El procedimiento comienza desde el momento en el que se coloca la cuchilla en el
micrétomo, verificando el angulo de la cuchilla y portablogue, como paso siguiente se
coloca el bloque de parafina y se lo asegura, inmediatamente se procede con el desbaste,
que significa que se va a retirar el exceso de parafina hasta llegar al tejido, en ese
momento se va a observar como se empiezan a formar secciones sucesivas translucidas
de tejido en forma de cinta, las cuales deben tener 3cm de largo, 2cm de ancho y
maximo 3 micras de espesor para poder tener una mejor visualizacion microscopica de

las estructuras internas®*=°,

Una vez cortado el tejido en el micrétomo se lo coloca inmediatamente en el bafio de
flotacion que se encuentra a una temperatura entre los 40°C a 45°C, lo cual producira
que el tejido en forma de cinta se extienda perfectamente gracias a la fusion de la

hidrofobicidad de la parafina y el calor. Después se procede a realizar la pesca del mejor
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corte de muestra y esto se lo hace introduciendo una placa portaobjetos en el agua y con
un suave movimiento lograr que ésta se adhiera correctamente a la placa y como paso
siguiente se debe colocar la placa portaobjetos en sentido vertical para que se escurra el

exceso de agua® >+,

Tincion hematoxilina — eosina

La tincion hematoxilina — eosina es una técnica valiosa dentro del proceso de analisis en
estado postmortem, debido a que facilita al perito analista una observacion microscépica
detallada de las estructuras tisulares del tejido a estudio. Normalmente éste analisis es
suficiente para ayudar al diagndstico de la causa de muerte cuando existe alguna duda
latente.

La tincion hematoxilina — eosina se la ha utilizado en esta area del conocimiento durante
aproximadamente mas de 100 afios. Dicha tincién se forma en torno al uso de la
hemateina, la cual se considera como el fruto de la oxidacion de la hematoxilina
(colorante béasico) y su combinacion con iones de aluminio. Esto da lugar a la formacion
del hemalumbre, que se encarga de tefiir los nucleos celulares de color azul. A esto le
prosigue la aplicacion de una solucion denominada eosina (colorante acido), la cual se
encarga de colorear las estructuras citoplasmaticas y los tejidos conectivos en varios

tonos de rojo?® 31323334,

Hematoxilina

La hematoxilina proviene del arbol Haematoxylum campechianum que es proveniente
de las Indias occidentales y América Central, por lo cual se considera como un
colorante natural. Su nombre proviene de las palabras griegas™.

e Hematos: sangre

e Xylos: arbol

Para que el tinte sea (til, la hematoxilina tiene que oxidarse a hemateina, por exposicion
a la luz de forma natural o también se lo puede realizar de inmediato con oxidantes
quimicos como es el yodato de sodio. Posteriormente esta hemateina se une a uno o
algunos iones metalicos, como son el aluminio en forma de alumbre de amonio,

alumbre de potasio o alumbre de sodio, dando como resultado el hemalumbre®233%,
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La hematoxilina es de naturaleza cationica o basica por lo que se encarga de tefiir las
estructuras anionicas o é&cidas del tejido de un color violeta azulado intenso,
principalmente los acidos nucleicos que se encuentran en los nucleos celulares. El
reticulo endoplasmatico rugoso y el nucleo de los ribosomas poseen una gran simpatia
por el hemalumbre por su alto contenido en ARN y ADN respectivamente. Por lo que se
entiende que la hematoxilina tifie los ribosomas, también la cromatina (material

24-32-33

genético) y otras estructuras dentro del nacleo . (Ver anexo 1)

En la actualidad, existen varios tipos de hematoxilinas, pero las més usadas en el

mercado son:

Hematoxilina de Carazzi. (Ver anexo 2)
e Hematoxilina de Ehrlich. (Ver anexo 3)
e Hematoxilina de Gill. (Ver anexo 4)

e Hematoxilina de Harris. (Ver anexo 5)
e Hematoxilina de Mayer. (Ver anexo 6)

e Hematoxilina de Weigert (Ver anexo 7)
Eosina

La eosina se encuentra en forma de polvo rojo cristalino, de uso ampliamente extendido
en el ambito industrial, desde la industria textil hasta el estudio bioldgico e histolégico.
Ademas la eosina es de naturaleza anionica o acida por lo que se encarga de tefiir las
estructuras cationicas o bésicas del tejido, dandoles una coloracion rosacea a los
citoplasmas, pared celular, colageno, tejido conjuntivo y demas estructuras que rodean y

29-32-33-34

sostienen a la célula . (Ver anexo 1)

También es importante mencionar que la eosina es una molécula autofluorescente
debido a sus 4&tomos hal6genos y es soluble en agua y en alcoholes, lo que proporciona

la factibilidad y versatilidad para la tincion histopatolégica®>*,

Protocolo de tincién hematoxilina — eosina

Una vez montadas las muestras sobre el portaobjetos se debe proceder a secarlas para
evitar desprendimientos de la muestra, esto se lo realiza metiendo las placas porta

objetos que contienen las muestras en la estufa a 60°C por 15 a 20 minutos o a 37°C por
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24 horas. Una vez concluido el proceso se secado se procede con la tincion

hematoxilina — eosina, la cual esta conformada por los siguientes pasos®* .

1. Desparafinado: Esto se considera como la etapa inicial en el proceso de tincion, y se
considera de gran importancia debido a que la parafina debe ser eliminada para
consentir que las soluciones acuosas se introduzcan en el tejido y esto normalmente
se realiza utilizando xilol, pero se ha considerado que esta sustancia es altamente
toxica para el personal y el medio ambiente, por tal motivo se lo ha reemplazado por
un producto sustituto del xilol llamado Neo-Clear y se utiliza en dos casetas
diferentes de la siguiente forma: sustituto del xilol 1 por 10 minutos y sustituto del
xilol 2 por 5 minutos®333°,

2. Hidratacion: El tejido requiere de hidratacion y esto se lo realiza mediante una
variante decreciente de soluciones alcohélicas para asegurar que el sustituto del xilol
se drene de una forma adecuada. Los portaobjetos se introducen en diferentes
casetas que contienen soluciones de etanol con agua, en concentraciones
decrecientes de la siguiente forma: 30 sumersiones de etanol 1 al 100%, 30
sumersiones de etanol 2 al 100%, 30 sumersiones de etanol al 95% y 30

sumersiones de etanol al 85%. Posterior a esto se debe lavar con agua corriente?**

35.

3. Tincion de hematoxilina: Los portaobjetos son introducidos en solucion de
hemalumbre por 5 minutos para estar seguros que los sitios de union nucleares
disponibles se encuentren totalmente saturados. Siguiendo con el proceso, los
portaobjetos deben ser lavados en agua corriente, después deben ser introducidos en
una solucion de alcohol acido por 1 segundo para eliminar el exceso del colorante.
Continuando se debe colocar los portaobjetos en carbonato de litio por 1 segundo
para que suceda el viraje de color, de un rojo claro a un azul grisaceo y por ultimo
lavar con agua corriente? 333,

4. Tincion de eosina: Los portaobjetos deben ser introducidos en eosina por 5 minutos
para distinguir los ndcleos y citoplasmas en las células y posteriormente se debe
enjuagar el exceso del colorante en agua corriente®33%.

5. Deshidratacion: Los portaobjetos con las secciones de muestras tefiidas se deben
sumergir en una serie de soluciones alcohodlicas crecientes que contienen etanol y
agua, esto se realiza para eliminar el agua, debido a que esto puede refractar la luz,

en el momento de la observacion microscopica y se lo realiza de la siguiente forma:
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30 sumersiones en etanol al 85%, 30 sumersiones en etanol al 95%, 30 sumersiones

en etanol 2 al 100% y 30 sumersiones en etanol 1 al 100%%3%%.

6. Aclarado: Para este paso se utiliza también el sustituto del xilol llamado Neo-Clear,
para evitar la toxicidad del xilol como se lo menciona anteriormente. Este es el
ultimo paso de la tincion hematoxilina — eosina. Se deben colocar en dos casetas
diferentes de la siguiente manera: 5 minutos en sustituto del xilol 2 y 5 minutos en
sustituto del xilol 1. EI Neo-Clear es un excelente agente limpiador que gracias a su

accion da paso a que aumente el coeficiente de refraccion®>*2°,

Por dltimo, se debe realizar el montaje, y es necesario recordar que la placa no debe
secarse después del aclarado. Por lo tanto inmediatamente después de la tincién
hematoxilina — eosina se debe colocar una gota de Neo mount, el cual es un medio de
montaje que se usa para este procedimiento en muestras histoldgicas, el mismo que
produce una pelicula clara y dura para proteger a la muestra, que ademas asegura que la
placa se va a conservar por un periodo de tiempo largo. Sobre el Neo mount se debe
colocar un cubre objetos grande con medidas de 25mm x 50mm y al colocarlo se debe

tener cuidado de no formar burbujas sobre la superficie de la placa?:**%,

El Neo mount tarda alrededor de 30 minutos en secarse completamente y una vez lista
la placa a estudio se la lleva al microscopio para ser analizada y con esto se concluye la
fase analitica. Lo que prosigue es la fase post analitica en donde se redacta el informe
con los resultados que se obtuvieron y por Gltimo se almacenan las placas analizadas

por si en el futuro vuelven a abrir alguno de los casos judiciales.

Una vez establecidos y analizados los protocolos que se utilizan dentro del laboratorio
de histopatologia forense para el procesamiento de las muestras, se considera pertinente
y necesario determinar de donde nace la problematica que existe en torno al tema del
presente proyecto de investigacion, debido a que es sumamente importante

familiarizarse con los aspectos que rodean al ambito forense.

La problematica que gira en torno al tema de investigacion planteado comienza en la
delincuencia y su incremento diario, debido a que lastimosamente afecta a todo el
mundo, como lo menciona un articulo emitido por la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU)®, el mismo que manifiesta que la cantidad de muertos, producto de la

delincuencia y violencia supera notablemente al nimero de muertos que han sido
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producto de conflictos y guerras. También es importante destacar que se considera a

Centroamérica como una de las regiones mas peligrosas en el mundo.

Por ende las ciencias forenses cada dia se vuelve mas importante e imprescindible en la
sociedad actual y una de las areas fundamentales es la histopatologia forense la cual se
encarga de analizar los cambios morfoldgicos en los diferentes 6rganos o tejidos y de
esta manera emitir un informe pericial con contenido cientifico contundente que sera
fundamental para que el médico legista emita su criterio final sobre la causa de la
muerte, y de esta manera esclarecer cualquier tipo de duda o discrepancia con respecto

al fallecimiento del occiso.

Se considera de fundamental importancia conocer los pasos pertinentes para realizar un
correcto trabajo en el area de histopatologia forense, dando un realce a la correcta
realizacion de la tincion hematoxilina - eosina, sin desmerecer el procedimiento previo a
ésta, ya que también depende mucho el correcto procesamiento del tejido para obtener

un 6ptimo resultado.

Debido a que ésta y la gran mayoria de areas forenses son temas que apenas estan
introduciéndose en el Ecuador y existe un gran déficit de profesionales que posean los
conocimientos necesarios para desenvolverse en dichas areas, se considera importante
realizar el presente trabajo de investigacién que sera de utilidad para todos aquellos
profesionales graduados en la carrera de Laboratorio Clinico e Histopatologico que se
interesen por ésta hermosa area del conocimiento forense, que sin lugar a duda se puede
considerar que tiene mucho futuro y un amplio campo de empleabilidad en nuestro pais

y en el mundo.

¢La técnica hematoxilina — eosina serd una técnica eficaz en la observacion

histopatoldgica segln estado postmortem?

Por todo lo antes mencionado, se considera que el objetivo del presente trabajo de
investigacion, es realizar una investigacion bibliogréfica acerca de la caracterizacion de
la técnica hematoxilina — eosina en la observacion histopatoldgica segun estado

postmortem y cOmo se asocia a la histopatologia clinica.
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Capitulo 1I. MARCO METODOLOGICO

La presente investigacion posee un enfoque cualitativo, porque se realizd0 una
recopilacién de informacién relacionada con la temética para interrogar a la interrogante

y proceder a desarrollar una interpretacion adecuada de los mismos.

Esta investigacion, segun su nivel se considera descriptiva, porque la informacion que
contiene el presente trabajo de investigacion esta estrechamente ligada a la temaética

propuesta.

El disefio de la investigacion es documental no experimental, porque se realizd una
recopilacion de estudios e informacion relacionados con la tincion hematoxilina —
eosina en estado postmortem, y esto se lo realiz6 gracias a diferentes sitios oficiales de
instituciones enfocadas en el estudio forense y otros sitios web confiables como son:

Pubmed, Scielo, Google Scholar, Scopus, entre otros.

Segun la secuencia temporal se considera que es transversal, ya que se delimité a la hora
de la busqueda de informacidn sobre la relacion de la tincion hematoxilina — eosina en
estado postmortem, en base a las nuevas investigaciones y estudios, lo cual se realizo

durante el periodo junio — agosto 2020.

Por otro lado segun la cronologia de los hechos, se considera que el presente trabajo de
investigacion es de caracter retrospectivo, ya que el tema planteado y por ende su
problematica, existen desde tiempo atras y por lo tanto la recopilacion de informacion se

la realiz6 mediante archivos del pasado de fuentes fidedignas.

Segun los métodos de estudio se determina que el proyecto de investigacion se basa en
métodos tedricos, debido a que para la obtencién del conocimiento cientifico se
incluyeron analisis — sintesis, historico logico, entre otros. De esta manera se realizo el

proceso de inclusion y exclusion de la informacion para la elaboracion del mismo.

El procedimiento que se utilizé para el desarrollo del presente trabajo de investigacion
fue arduo, comenzando desde una investigacion bibliografica en diferentes idiomas
como: inglés, aleman, mandarin y espafiol, tanto de libros, articulos, revistas,
investigaciones, manuales, entre otros, que permitieron adquirir informacién confiable

relacionada a la tematica planteada.
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La técnica utilizada para la recoleccion de informacion fue la observacion indirecta,
debido a que se recolecto informacién de investigaciones y datos de diferentes autores
que realizaron sus estudios en el pasado y plasmaron sus resultados en forma de libros,

articulos, tesis, entre otros.

El procesamiento estadistico, debido a que la investigacion tiene datos netamente
cualitativos, se lo realizo en forma de anélisis e interpretacion del contenido
bibliografico recolectado, sefialando la fuente de la informacion, la cual se puede ver
reflejada en la bibliografia.

Con respecto a las consideraciones éticas, se trabajo con todas las normas éticas y
morales de la investigacion bibliogréfica, ademas se establece que no existe ningun tipo
de conflicto bioético, debido a que no se utilizd ningun tipo de muestra para la

realizacion del presente trabajo de investigacion.

La poblacion quedd conformada en su totalidad por 51 fuentes bibliograficas. En los
que se abordd la tematica del proceso que se realiza dentro del laboratorio de
histopatologia forense centrandose en el protocolo, utilizacion y caracterizacion de la
tincién hematoxilina — eosina, publicados en libros obtenidos y descargados de la
plataforma booksmédicos, revistas, paginas web confiables, articulos cientificos e
investigaciones, los cuales se encuentran disponibles en bases de datos como: Elsevier,
Scopus, Scielo, Mendeley, entre otros. Ademas repositorios en bases regionales e

internacionales que han tenido un impacto mundial.

Para la seleccién de la muestra se siguié un muestreo de caracter bibliografico, en el que
se emplearon datos cientificos, para la realizacion del proyecto de investigacion
mediante el cual se escogieron 11 sitios web oficiales, 15 libros, 5 repositorios de tesis
universitarias y 20 articulos cientificos obtenidos de Pubmed, Scielo, Academia,
Redalyc, Elsiever, Scopus y Mendeley.

Los criterios de inclusion que se tomaron en cuenta son:

¢ Informacion de actualidad, en lo posible de los cinco ultimos afios.
e Informacion referida a la tincion hematoxilina — eosina.

e Informacion referida al procesamiento de tejidos.

e Informacion referida al &ambito forense.

e Informacion referida a la histopatologia forense.
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e Informacion que contenga investigaciones y estudios de actualidad sobre el tema.

¢ Informacion de sitios oficiales y plataformas de busqueda confiables.

e Informacion en cualquier idioma como: espafiol, inglés, mandarin, portugués,
aleman.

e Atrticulos cientificos de actualidad que aporten nuevos descubrimientos sobre el

tema.
Los criterios de exclusion que se tomaron en cuenta son:

¢ Informacion sin relevancia en el tema propuesto.

¢ Informacion publicada antes del afio 2015.

e Articulos cientificos que no aportaban ninguna clase de innovacion sobre el tema.

e Informacion de sitios web no confiables.

e Informacion que no determinaba sus autores.

e Informacion de diferentes idiomas como: inglés, espafiol, portugués, mandarin,
aleman, que no contengan la informacion necesaria.

e Sitios web oficiales que no proporcionen la informacion adecuada.

Las estrategias de busqueda que se utilizaron fueron diferentes frases, palabras, como
son: “Tincidon hematoxilina — eosina en estado postmortem”, “Tinciéon hematoxilina-
eosina”, “Laboratorio de histopatologia forense”, “Importancia de la histopatologia
forense”, “Tincion hematoxilina — eosina en las ciencias forenses”, “Tincion
hematoxilina — eosina funcion”, “Relacion de la histopatologia forense con la
histologia”, “Protocolo de tincion hematoxilina — eosina en estado postmortem”,
“Procesamiento de tejidos en el laboratorio de histopatologia forense”, “Tincion
hematoxilina — eosina repositorios”, “Importancia de la tincion hematoxilina — eosina en
el laboratorio de histopatologia forense”, ‘“Hematoxylin eosin staining in forensic
histopathology”, “Hematoxylin eosin staining articles”, “Hematoxylin eosin staining”,
“La histopatologia forense y su relacion con la histologia”, “Sistema nacional de
ciencias forense”, “Manual de la fiscalia general del estado”, “Estadisticas de
mortandad por la delincuencia actual”, “Hematoxylin eosin staining in histology”,

“Articulos de histopatologia forense”.
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DIAGRAMA DE FLUJO
PARA LA BUSQUEDA
BIBLIOGRAFICA

Determinar los requerimientos

procedimentales para determinar la

caracterizacion de la tincion hematoxilina

— eosina en estado postmortem basandose

¢Cuél es la caracterizacion de la /l en la literatura actual.

tincion hematoxilina — eosina \

Identificacion de conceptos
en estado postmortem?

(Histopatologia forense, procesamiento de

tejidos, tincion hematoxilina — eosina)

Base de datos cientificas:
Google Académico, Scielo, REVISADAS
Redalyc, Pubmed, Elsiever,
Scopus, Mendeley, LILACS,
Lancet.

Google Académico (231), Scielo (31),
Redalyc (15), Pubmed (40), Elsiever
(15), Scopus (28), Mendeley (36),
LILACS (9), Lancet (11)

Cumple con los criterios de

inclusion: 70

Aplicar criterios de inclusion y
Contiene informacion atil para el . .
<«——] exclusion para la seleccion de
desarrollo  del  proyecto, con

articulos y libros

informacion de los ultimos 5 afios y

proviene de fuentes confiables.

No cumple con los criterios de

inclusién: 346
Informacion seleccionada: 51

Se encuentran fuera del limite de
Google Académico (31), Pubmed (2),

Scielo (4), Academia (1), Redalyc (1),
Elsiever (1), Scopus (3), Mendeley (8)

tiempo determinado, no tienen

respaldo  cientifico, no  poseen

v/ informacion relevante sobre el tema.

- Documentos excluidos
Analisis, parafraseo de la

informacién y citado con normas Google Académico (201), Scielo (27),
Vancouver: 51 documentos Redalyc (14), Pubmed (38), Elsiever (14),
Scopus (25), Mendeley (28), LILACS (9),

llustracion 1. Flujograma de inclusion y

Lancet (11)

exclusion de informacion
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Capitulo 111. DESARROLLO

La histopatologia forense se centra en los conocimientos y procedimientos histoldgicos
conocidos, los mismos que se detallan en el presente trabajo de investigacion, el trabajo
que se realiza en ésta &rea del conocimiento tiene como fin determinar cualquier tipo de
lesion o enfermedad y por ende ayudar con el diagnostico de la causa de muerte del
occiso, debido a que gracias a la observacion microscopica se puede despejar cualquier

tipo de duda que se haya tenido en la observacion macroscépica del 6rgano o tejido™®.

Segun una investigacion realizada en el afio 2005, existio un declive en la realizacion de
autopsias y sus estudios histopatoldgicos posteriores, 1o que llevéd a un resultado poco
confiable dentro de las estadisticas de mortandad y por ende es muy probable que al
menos el 30% de los certificados de defuncion emitidos alrededor del afio 2005 sean

erréneos?’.

Ademas, vale la pena mencionar que los resultados que se obtienen al realizar una
autopsia conjuntamente con los estudios histopatolégicos determinan en mas de un 20%
hallazgos imprevistos clinicamente y a eso le sumamos un 5% de hallazgos valiosos que
solo serfan posibles de determinar con los estudios histopatolégicos pertinentes®. Por
tal motivo en la actualidad los gobiernos han invertido en el area forense, creando
establecimientos especializados, en donde se realizan desde autopsias hasta anélisis
bioldgicos, toxicoldgicos e histopatoldgicos, lo cual ayuda a que exista un 100% de

confiabilidad al emitir una causa de muerte.

Dentro del area de histopatologia forense se realizan diferentes pasos, los cuales se han
mencionado ordenadamente en el presente trabajo de investigacion, uno de los mas
importantes para la observacion microscopica es sin lugar a duda la tincién
hematoxilina — eosina, la misma que se ha utilizado en el area de histologia clinica

durante décadas.

Por tal motivo se debe rescatar el valor de la tincion hematoxilina — eosina, segun una
nota emitida por Romano L. y Pedrosa V., en la cual ponen a consideracion su opinion
acerca de los exhaustivos ensayos de la literatura por tratar de desprestigiar el excelente
trabajo que realiza la técnica de tincion hematoxilina — eosina, por lo tanto se considera

que no existe en el mercado una técnica, tan rapida, tan eficaz en el momento de
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colorear las diferentes estructuras tisulares del tejido, y a tan bajo costo como la tincién

mencionada*.

La similitud de los protocolos de tincion se los puede determinar gracias a la
comparativa realizada de técnicas de diferentes instituciones a nivel mundial, en las que
principalmente se tomé en cuenta al Servicio Nacional de Ciencias Forenses®! (Tabla 1),
al que se tomo6 como referencia para determinar el procedimiento que se sigue en todos
los centros forenses a nivel nacional y mundial, también se tomo en cuenta a diferentes
instituciones para realizar la comparativa como son, el Hospital Nacional de la Mujer
“Dra. Marfa Isabel Rodriguez”* (Tabla 2), Hospital Santiago Oriente Dr. Luis Tisne

Brousse*® (Tabla 3) y la Universidad Nacional de Educacién a Distancia® (Tabla 4).

Tabla 1. Protocolo de tincion hematoxilina — eosina del Servicio Nacional de Ciencias

Forenses.

Establecimiento Pais Procedimiento
Servicio Nacional | Ecuador e 10 minutos en xilol o sustituto de xilol 1
de Medicina Legal e 5 minutos en xilol o sustituto de xilol 2
y Ciencias Forenses e 30 sumersiones en etanol 1 al 100%

e 30 sumersiones en etanol 2 al 100%
e 30 sumersiones en etanol al 95%

e 30 sumersiones en etanol al 85%

e Lavar en agua corriente

e 5 minutos en hematoxilina de Harris
e Lavar en agua corriente

e 1 sumersion en alcohol acido

e 1 sumersion en carbonato de litio

e Lavar en agua corriente

e 5 minutos en eosina

e 30 sumersiones en etanol al 85%

e 30 sumersiones en etanol al 95%

e 30 sumersiones en etanol 2 al 100%
e 30 sumersiones en etanol 1 al 100%

e 5 minutos en xilol o sustituto del xilol 2
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e 5 minutos en xilol o sustituto de xilol 1

El protocolo de tincion hematoxilina — eosina del Servicio Nacional de Ciencias
Forenses, contempla los pasos establecidos por la histologia, para la correcta tincion del
tejido a estudio. El cual se divide en diferentes etapas:

e Desparafinado: Utilizan dos pasos con xilol. El xilol 1 durante diez minutos y el
xilol dos durante cinco minutos.

e Hidratacién: Utilizan cuatro pasos con etanol, con concentraciones decrecientes de:
100% - 100% - 95% - 85%.

e Tincion de hematoxilina: Utilizan hematoxilina de Harris por cinco minutos y
posterior una sumersién en alcohol acido para eliminar excesos de colorante y una
sumersion en carbonato de litio para que se realice el viraje de color.

e Tincidn de eosina: Utilizan eosina por cinco minutos.

e Deshidratacion: Utilizan cuatro pasos con etanol, en forma de sumersiones, con
concentraciones crecientes de: 85% - 95% - 100% - 100%.

e Aclarado: Utilizan dos pasos con xilol, durante 5 minutos cada uno.

Tabla 2. Protocolo de tincion hematoxilina — eosina del Hospital Nacional de la Mujer

“Dra. Maria Isabel Rodriguez”

Establecimiento Pais Procedimiento

Hospital Nacional | El Salvador | e 5 minutos en xilol 1

de la Mujer “Dra. e 5 minutos en xilol 2
Maria Isabel e 5 minutos en etanol al 100%
Rodriguez” e 5 minutos en etanol al 90%

e 5 minutos en etanol al 80%

e 10 minutos lavado con agua corriente
e 2 minutos en hematoxilina de Harris
e 2 segundos en carbonato de litio

e 10 minutos lavado con agua corriente
e 15 segundos en eosina

e 3 sumersiones en etanol al 80%
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3 sumersiones en etanol al 90%
3 sumersiones en etanol al 100%
5 segundos xilol 2

5 segundos xilol 1

El protocolo de tincion hematoxilina — eosina del Hospital Nacional de la Mujer “Dra.

Maria Isabel Rodriguez”, contempla los pasos establecidos por la histologia, para la

correcta tincion del tejido a estudio. El cual se divide en diferentes etapas:

e Desparafinado: Utilizan dos pasos por xilol, durante cinco minutos cada uno.

e Hidratacion: Utilizan tres pasos por etanol durante cinco minutos cada uno, con

concentraciones decrecientes de: 100% - 90% - 80%.

e Tincion de hematoxilina: Utilizan hematoxilina de Harris por dos minutos y paso

siguiente se coloca dos segundos en carbonato de litio para que se realice el viraje

de color.

e Tincidn de eosina: Utilizan eosina por 15 segundos.

e Deshidratacion: Utilizan tres pasos con etanol en forma de sumersiones, con

concentraciones crecientes de: 80% - 90% - 100%.

e Aclarado: Utilizan dos pasos con xilol, durante cinco segundos cada uno.

Tabla 3. Protocolo de tincién hematoxilina — eosina del Hospital Santiago Oriente Dr.

Luis Tisne Brousse.

Establecimiento

Pais

Procedimiento

Hospital ~ Santiago
Oriente Dr. Luis

Tisne Brousse

Chile

5 minutos en xilol 1

5 minutos en xilol 2

5 minutos en etanol al 100%

5 minutos en etanol al 80%

5 minutos en etanol al 70%

Lavado con agua corriente

14 minutos en hematoxilina de Harris

Lavar con agua corriente

24




e 1 a3segundos en alcohol &cido
e Lavar con agua corriente

e 1 minuto en carbonato de litio
e Lavar con agua corriente

e 3 minutos en eosina

e Lavar con agua corriente

e 5 minutos en etanol al 70%

e 5 minutos en etanol al 80%

e 5 minutos en etanol al 100%

e 5 minutos xilol 2

e 5 minutos xilol 1

El protocolo de tincion hematoxilina — eosina del Hospital Santiago Oriente Dr. Luis
Tisne Brousse, contempla los pasos establecidos por la histologia, para la correcta

tincién del tejido a estudio. El cual se divide en diferentes etapas:

e Desparafinado: Utilizan dos pasos con xilol, cinco minutos cada uno.

e Hidratacién: Utilizan tres pasos con etanol durante cinco minutos cada uno, con
concentraciones decrecientes de: 100% - 80% - 70%.

e Tincion de hematoxilina: Utilizan hematoxilina de Harris por 14 minutos. Paso
siguiente se coloca de uno a dos segundos en alcohol &cido para eliminar excesos de
colorante y por ultimo, se coloca un minuto en carbonato de litio para que se
produzca el viraje de color.

e Tincion de eosina: Utilizan eosina durante 3 minutos.

e Deshidratacion: Utilizan tres pasos con etanol durante cinco minutos cada uno, en
concentraciones crecientes de: 70% - 80% - 100%.

e Aclarado: Utilizan dos pasos con xilol, durante tres minutos cada uno.

Tabla 4. Protocolo de tincién hematoxilina — eosina establecido en la Universidad

Nacional de Educacién a Distancia.

Establecimiento Pais Procedimiento

Autora: Sara Santos | Espafia e 5 minutos en xilol 1
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Vidal e 5 minutos en xilol 2

Universidad e 3 minutos en etanol al 100%
Nacional de e 3 minutos en etanol al 100%
Educacion a e 3 minutos en etanol al 90%
Distancia e 3 minutos en etanol al 70%

e Lavar con agua corriente

e 10 minutos en hematoxilina de Harris
e 20 segundos en alcohol &cido

e 5 minutos lavado en agua corriente

e 2 minuto en eosina

e 2 minutos en etanol al 70%

e 2 minutos en etanol al 90%

e 3 minutos en etanol al 100%

e 3 minutos en etanol al 100%

e 3 minutos xilol 2

e 3 minutos xilol 1

El protocolo de tincion hematoxilina — eosina establecido en la tesis para la obtencion
del titulo de master de Sara Santos Vidal, perteneciente a la Universidad Nacional de
Educacién a Distancia, contempla los pasos establecidos por la histologia, para la

correcta tincion del tejido a estudio. El cual se divide en diferentes etapas:

e Desparafinado: Utilizan dos pasos con xilol, cinco minutos cada uno.

e Hidratacion: Utilizan cuatro pasos con etanol durante tres minutos cada uno, con
concentraciones decrecientes de: 100% - 100% - 90% - 70%.

e Tincion de hematoxilina: Utilizan Hematoxilina de Harris durante 10 minutos y
después veinte segundos en alcohol acido para que se realice el viraje de color.

e Tincion de eosina: Utilizan eosina durante dos minutos.

e Deshidratacion: Utilizan cuatro pasos con etanol durante tres minutos cada uno, con
concentraciones crecientes de: 70% - 90% - 100% - 100%.

e Aclarado: Utilizan dos pasos con xilol, durante tres minutos cada uno.
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Como se puede observar en las tablas 1, 2, 3 y 4, la técnica se basa en la union de dos
tintes, la hematoxilina y la eosina, los cuales se encargan de tefiir tanto ndcleos como
citoplasmas respectivamente®®. Por ende se determiné que la tincion realiza la misma
funcidn tanto en el area forense como en el area clinica, debido a que en las dos areas se
utiliza el mismo procedimiento, el cual contempla el desparafinado, la hidratacion, la

tincién de hematoxilina, la tincién de eosina, la deshidratacion y el aclarado.

La variante que podemos observar es el tiempo, debido a que como en todo
procedimiento histoldgico, va a variar segun el laboratorio donde se lo realice. Ademas
un factor importante a considerar, segun Feldman A, y Wolfe D., para un 6ptimo
resultado al utilizar la técnica de tincion hematoxilina — eosina es la calidad de los
reactivos y el modo de preparacién y conservacion de los mismos. Sin embargo la
calidad de la tincion también va a depender mucho de que se haya realizado un correcto

procesamiento del tejido™.

Una vez establecido que la técnica de tincién hematoxilina — eosina no varia si se
realiza con tejidos u érganos extraidos del cuerpo humano antemortem o postmortem, se
puede mencionar nuevos estudios realizados con la ayuda de la tincion hematoxilina —
eosina, que se los puede implementar sin lugar a duda en el laboratorio de
histopatologia forense para obtener mejor resolucion en el momento de la observacion

microscopica.

Comenzamos mencionando un estudio realizado en base a la tincién hematoxilina —
eosina, a la que los investigadores determinan como un estandar de oro dentro de los
estudios histopatoldgicos. La investigacién comenzd con la problematica que existe al
tefiir tejidos tumorales, debido a que es dificil tefiir cualquier clase de tejido tumoral
completo, con la tincion hematoxilina — eosina, y poder visualizar su distribucién
tridimensional de células en tumores solidos, Por ello han creado un método de tincién
hematoxilina — eosina modificado, al cual denominaron iHE (tincién de tejidos intacto

con hematoxilina y eosina) *.

El método propuesto de tincion hematoxilina — eosina modificado, utiliza ondas de
deslipidacion y ultrasonido para que la permeabilidad tisular mejore notablemente y
también ayuda a que la difusion del tinte sea mas rapida (Tabla 5). Para éste estudio se
utilizaron 6rganos de ratones, y los resultados obtenidos demostraron que el tejido

completo se tiid homogéneamente. EI método iHE conjuntamente con tomografias de
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corte microoptico (MOST), se pueden utilizar para tener imagenes tridimensionales y
asi lograr evaluar espacialmente la heterogeneidad intratumoral del tejido por

completo®.

Otro estudio relacionado con la determinacién de tumores colorrectales y su metastasis,
determind que la tincion hematoxilina — eosina es igual de eficiente y mas rapida que
otras tinciones inmunohistoquimicas que se utilizan para establecer la gemacion del

tumor colorrectal*’

, Y si a esto le afiadimos el nuevo método iHE, podria ser el inicio de
una nueva forma de diagndstico histopatoldgico tanto clinico, como forense, debido a
que gracias a la nueva técnica de tincion hematoxilina — eosina modificada se podra
ayudar con gran precision la fase de invasion tumoral y en el area forense ayudara a

determinar cualquier anormalidad en el érgano o fragmento de una manera mas precisa.

Tabla 5. Método de tincién hematoxilina y eosina de tejidos intactos mediante

deslipidacion y ecografia.

Afio Autores Titulo Procedimiento

2018 | e Yawu Li Hematoxylin  and | Dispositivo contenedor:
e Ning Li eosin staining of | Se elaboré un envase hecho con
e Xiang Yu intact tissues via | acero  inoxidable en  un
e KaiHuang delipidation  and | transductor ultrasonico y se
e Ting Zheng ultrasound colocd un radiador de aleacion

o Xiaofeng Cheng de aluminio abajo del transductor

« Shaogun Zeng ultrasénico para consolidar que
L exista un intercambio de calor
e Xiuli Liu

eficaz y répido. También se
adaptaron tubos de centrifuga
elaborados de plastico en el
envase de acero inoxidable.

El envase se lo llend con agua
para una eficiente propagacion
de ondas de ultrasonido hacia los
tejidos. El envase se lo envolvio
en una almohadilla térmica

elaborada con silicona para estar
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seguros que la temperatura sea
estable en los tubos de
centrifuga.

Deslipidacion

Los tejidos a estudio se
procesaron  con ultrasonido.
Posteriormente los tejidos se
deshidrataron con etanol de
concentraciones al 75%, 95% y
100%, cada uno por un tiempo
de una hora y media, a 60°C-
70°C.

Como siguiente paso, los tejidos
se introdujeron en diclorometano
(DCM) a 40°C por cuatro horas
y después se rehidrataron los
tejidos con etanol al 100%, al
95%, al 75% vy agua destilada
por una hora y media y por
altimo una hora a 60°C-70°C.
Tincion hematoxilina-eosina
Los tejidos se tifieron con
hematoxilina de Harris por seis
horas, a temperatura de 60°C-
70°C y posteriormente se lavaron
con agua corriente, continuando
con el proceso, se utilizd &cido
acetico al 10% y etanol al 85%
en agua para diferenciar el tejido
por dos veces por dos horas y
diez horas y los tejidos se
lavaron en agua corriente. En el

proceso del paso a azulado, se
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sumergieron los tejidos en una
solucién saturada de carbonato
de litio durante doce horas y
luego se lavo el tejido con agua
corriente. Posteriormente se tifio
el tejido con eosina y se realizo
la deshidratacién con etanoles.

En China realizaron una investigacion con veinte muestras orales de caracter patoldgico,
las cuales contenian tejidos duros que requirieron decalcificacion. La problematica que
radica en éste estudio fue que los tejidos que se sometian a decalcificacion no daban un
resultado de tincion hematoxilina — eosina excelente, a comparacion de tejidos que no se

requirieron el proceso de decalcificacion®.

Para solucionar ese problema en la calidad de la tincién hicieron varias pruebas, hasta
obtener un resultado éptimo. Esto lo lograron remojando las muestras en una solucién
saturada de carbonato de litio como se lo puede observar en la (Tabla 6). Realizando
éste procedimiento se consigue que la tincién hematoxilina — eosina realice un mejor
trabajo al tefiir el tejido, debido a que al realizar este procedimiento previo a la
deshidratacion, se logra neutraliza el ambiente acido del tejido, que es producto del

4cido utilizado para la decalcificacion®®.

Este procedimiento se lo puede aplicar sin lugar a duda en el area de histopatologia
forense, debido a que se procesan tejidos 6seos que requieren ser decalcificados y al
implementar este método se obtendré una tincion hematoxilina — eosina con excelentes
resultados, eso quiere decir que la hematoxilina y eosina estaran fuertemente tefiidas, lo
que nos dara como resultado la observacion microscépica de nucleos y citoplasmas

claros y brillantes.

Tabla 6. Método del programa de mejora del pre tratamiento del tejido decalcificado

con acido en tincion con hematoxilina — eosina.

Afo Autores Titulo Meétodo
2020 e YaolL Improvement program | Remojar las muestras
e Zhang M on pretreatment of acid | que han sido
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e Huang M decalcified tissue in | decalcificadas  con
e WanZ hematoxylin-eosin acido, en una
e Zhang W staining solucion saturada de
e Yang X carbonato de litio.
e YangM Realizar éste
e ChenY procedimiento antes
e TangY de la deshidratacion.

Se ha comprobado la eficacia de la técnica de tincion hematoxilina — eosina, a través de
varios estudios durante los Gltimos afios, que ademéas de su rol esencial dentro del
laboratorio de histopatologia forense, se debe mencionar que la calidad y
reproductibilidad de la misma, son factores imprescindibles para dar seguimiento a la

garantia de calidad del laboratorio.

La revista de estomatologia de China occidental realiz6 un articulo al respecto, en el que
hablan sobre el uso de la patologia digital y analisis de imagenes en la ultima década.
Gracias a estas herramientas se ha logrado rastrear la precision de la tincion
hematoxilina — eosina por densidad Optica tanto en componentes nucleares, como en
componentes citoplasmaticos. Ademas se establecid el impacto que tiene sobre la
tincién la fase pre analitica y analitica sobre los resultados que se obtienen en la

densidad dptica®.

La técnica para verificar la calidad de tincion con la ayuda de la densidad Optica, seria
de gran ayuda en el laboratorio de histopatologia forense debido a que se podria
determinar errores en la fase preanalitica de la tincion o fallas en los colorantes y
reactivos utilizados. Lo mismo manifiestan Cardiff R, Miller C y Munn R, en su
estudio, en el que utilizaron la técnica de tincion hematoxilina — eosina para obtener un
fenotipado exacto y delineacion de las caracteristicas del tejido de ratones®, y para que
esto sea posible aseguran se debe cumplir rigurosamente el protocolo de tincion y los

reactivos deben ser actualizados y cambiarse frecuentemente, para asegurar su calidad.

Ademas es sumamente importante también la verificacion de la fase analitica dentro del
procesamiento de tejidos, como lo menciona Mark Wick en su articulo, en el que afirma

que la calidad de la tincion hematoxilina — eosina, esta estrechamente relacionado con
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una correcta fijacion, inclusién y microtomia®. Si cualquier paso del procesamiento del
tejido a estudio no se cumple correctamente, es muy poco probable obtener un 6ptimo
resultado al colorear el tejido.
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CONCLUSIONES

Se determind la caracterizacion de la técnica de tincion hematoxilina — eosina en estado
postmortem, estableciendo sus funciones, sus componentes, sus caracteristicas y su
importancia dentro del laboratorio de histopatologia forense, debido a que sin la
realizacion de la tincion hematoxilina — eosina seria imposible la visualizacion de las

estructuras tisulares en el microscopio optico.

Gracias a la tincion hematoxilina — eosina se pueden observar los nucleos de color
violeta azulado intenso por accion de la hematoxilina y los citoplasmas, pared celular,
colageno, tejido conjuntivo y otras estructuras que rodean a la célula se observan de
color purpura rosaceo por la accion de la eosina, claro que también es muy importante
los procedimientos previos a ésta debido a que se debe realizar un correcto
procesamiento de tejidos para obtener un éptimo resultado al tefiir el tejido a estudio,
ademés también el resultado de tincion va a verse estrechamente relacionado con la

calidad de los reactivos utilizados y de su correcta preparacion y conservacion.

Por otro lado, gracias a la comparacion de protocolos de tincion hematoxilina — eosina
realizada, se pudo determinar que la técnica de tincidbn no varia segin estado
antemortem y postmortem, debido a que la tincién hematoxilina — eosina tanto en la
histopatologia forense como en la histopatologia clinica se basa en los mismos

fundamentos que proporciona la histologia clasica.

Otro factor a considerar es la escasa y nula informacién acerca de la histopatologia
forense en el campo de su desenvolvimiento interno por parte de los diferentes sistemas
nacionales de medicina legal y ciencias forenses a nivel mundial, ademés de la escases
de investigaciones recientes que se encuentren dentro del periodo establecido, por lo
que da a entender que se deben realizar mas investigaciones en este &mbito y ain mas
para establecer la gran importancia que tiene la tincion hematoxilina — eosina dentro del

ambito forense.
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ANEXOS

Anexo 1. Visualizacion de la tincion hematoxilina — eosina

Rindn con tincion Hematoxilina Eosina
N= nucleo tenido con Hematoxilina
C= Citoplasma teilido con Eosina

Fuente: Baeza C. Tinciones Histolégicas Basicas [Internet]. [consultado 19 Agosto 2020]. Disponible en:

http://tecnologiamedicaudd.weebly.com/tinciones-histoloacutegicas-baacutesicas

Anexo 2. Preparacion del colorante Hematoxilina de Carazzi.

COLORANTE HEMATOXILINA DE CARAZZI

La hematoxilina de Carazzi se considera una que realiza una buena tincion nuclear, la
misma que proporciona una ligera tincién de fondo.

Procedimiento | e Agua destilada: 800ml
e Glicerol: 200ml
e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 1g
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e Yodato de sodio: 0.2g9

e Alumbre de potasio: 50g

Como primer paso se debe combinar la hematoxilina con el glicerol.
Disolver el yodato de sodio en una poca cantidad de agua. Preparar
el alumbre en el resto. Mezclar bien las soluciones de hematoxilina
y de alumbre y posterior afiadir despacio poco a poco el yodato de

sodio. Y por ultimo paso filtrar.

Consejos En secciones por congelacion se sugiere realizar una doble tincion.
La solucion de hematoxilina se puede utilizar inmediatamente y

dura por tres meses.

Productos e Glicerol

e Hematoxilina cristalizada (C.1. 75290)
e Yodato sodico (NalO3)

e Agua destilada

e Alumbre de potasio (sulfato aluminico de potasio)

Materiales e Balanza
e Probeta
e Agitador

e Vasos de precipitacion

e Botellas color ambar con cierre hermético

" Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf

Anexo 3. Preparacion del colorante Hematoxilina de Ehrlich.

COLORANTE HEMATOXILINA DE EHRLICH

La hematoxilina de Ehrlich se considera que realiza una buena tincion nuclear.

Procedimiento | e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 6g
e Etanol 100°: 300ml

e Agua destilada: 300ml

e Glicerol: 300ml

 Acido acético glacial: 30ml
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e Sulfato de aluminio y potasio o amonio (alumbre de potasio o
aluminio): 30g

e Yodato sodico: 0.9g

Como primer paso se debe disolver la hematoxilina en el etanol
antes de agregar los demés ingredientes en el orden que aparece
anteriormente. Mezclar durante toda la noche.

El yodato sodico se afiade para una oxidacion rapida y asi poder
usar la solucion inmediatamente que ha sido preparada. Pero esto si
no se lo quiere utilizar se debe esperar a que la hematoxilina se
oxide por si misma, y esto puede tardar alrededor de 2 meses. Lo
mencionado anteriormente es un método mas lento pero la solucién
tendra una vida util mas larga, de tal forma que puede ser utilizada

durante varios afos.

Consejos

La cantidad de alumbre de aluminio o potasio es orientada puesto
que ese componente debe saturar la solucion. Por tal motivo, se
considera que es suficiente cuando podemos apreciar el precipitado
en el fondo del envase, lo que indicaria que la solucion se encuentra

saturada.

Productos

e Agua destilada

e Sulfato aluminico potasico o sulfato aluminico de amonio
e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290)

e Yodato de sodio

e Glicerina

e Acido acético glacial

Materiales

e Balanza

e Probeta

e Agitador

e Vasos de precipitacion

e Botellas color ambar con cierre hermético

~Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf
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Anexo 4. Preparacion del colorante Hematoxilina de Gill.

COLORANTE HEMATOXILINA DE GILL

La hematoxilina de Gill se considera que realiza una buena tincién nuclear, se puede
emplear tinciones basicas conjuntamente con la eosina. Se considera que esta
hematoxilina es mas estable y también permite una reproduccion de la tincion mucho
méas exacta. Su capacidad al momento de tefiir los nucleos resalta y al no utilizar
alcohol ni mercurio es buena como tincion de contraste de otras técnicas, como

podemos mencionar la inmunocitoquimica.

Procedimiento | e Agua destilada: 750ml

e Etilenglicol: 250ml

e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 2¢

e Yodato de sodio: 0.29

e Sulfato de aluminio: 17.69

e Acido acético glacial: 20ml

Como primer paso se debe realizar la mezcla de los diferentes
componentes en el orden establecido anteriormente, esto se lo debe
realizar durante una hora aproximadamente. La solucion obtenida se
puede utilizar inmediatamente. Ademas vale la pena mencionar que
tiene una vida Gtil mayor que otras hematoxilinas.

Las cantidades de hematoxilina, sulfato de aluminio y yodato de
sodio se pueden elevar para incrementar la fuerza de tincion,
teniendo en cuenta las proporciones de los tres elementos, los otros

elementos se mantienen constantes en sus medidas.

Consejos En el caso de que se usen concentraciones altas de hematoxilina,
sulfato de aluminio y yodato de sodio se puede utilizar diluida cinco

veces con agua destilada.

Productos e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290)
e Etilenglicol

e Yodato sodico (NalO3)

e Sulfato de aluminio (AI2(S04)3)

e Acido acético glacial

e Agua destilada
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Materiales e Balanza

e Probeta

e Agitador

e Vasos de precipitacion
e Placa térmica

e Botellas color ambar con cierre hermético

" Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf

Anexo 5. Preparacion del colorante Hematoxilina de Harris

COLORANTE HEMATOXILINA DE HARRIS

La hematoxilina de Harris se considera que realiza una buena tinciéon nuclear, se la
utiliza mucho en citologia para detectar células malignas, también en histologia dentro
del procesamiento de tejidos, en la tincion hematoxilina — eosina. Contiene 6xido de
mercurio, pero puede cambiarse por otra sustancia, el cual oxida la hematoxilina a

hemateina, que la solucion que realmente tifie dentro de la tincién.

Procedimiento | Variante con mercurio

e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 5¢g
e Sulfato de amonio y aluminio: 100g

e Oxido de mercurio (HgO): 2.59

e Agua destilada: hasta 1000ml

Variante sin mercurio

e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 5¢
e Etanol 100°: 50ml

e Sulfato de amonio y aluminio: 100g

e Yodato sodico: 0.37g

e Agua destilada: hasta 1000ml
Preparacion:

1) Disolver la hematoxilina en etanol (puede que sea necesario

agregar un poco de agua destilada para su disolucion total)

2) Disolver el sulfato de amonio y aluminio en agua calentada.
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3)

4)

5)

6)

7)

Mezclar las dos soluciones que se hicieron anteriormente, y
llevar la solucién resultante a una placa calefactora hasta su
punto de ebullicion.

Quitar de la placa calefactora, dejar enfriar y afiadir el 6xido de
mercurio o el yodato sédico muy lentamente y realizando una
suave agitacion.

Solucién con yodato sddico, calentar otra vez y llevar la
solucion hasta su punto de ebullicion.

Enfriar poniendo el vaso de precipitacion con la solucion en
agua helada.

Cuando se encuentre fria se debe filtrar la solucion y guardarla

en un frasco color &mbar para protegerla de la luz.

Consejos La solucion es estable por varios meses. Para asegurarnos de su
estado, antes de utilizarla, se echa una gota en papel filtro y debe
aparecer un centro con una tonalidad marrén con un borde de color
purpura, si esto no sucede quiere decir que la solucion ya no se
considera util.

Productos e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290)

e Etanol 100°

e Oxido de mercurio (HgO)

e Yodato sodico (NalO3)

e Sulfato de amonio y aluminio (AINH4(S02)2)
e Agua destilada

Materiales e Balanza
e Probeta
e Agitador

Vasos de precipitacion
Placa térmica

Botellas color ambar con cierre hermético

~Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf
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Anexo 6. Preparacion del colorante Hematoxilina de Mayer.

COLORANTE HEMATOXILINA DE MAYER

La hematoxilina de Mayer se considera que realiza una buena tincion nuclear.

Normalmente se emplea en la tincion hematoxilina — eosina.

Procedimiento | ¢ Agua destilada: 1000ml

e Sulfato aluminico potasico o sulfato aluminico de amonio: 50g

e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 1g

e Yodato de sodio: 0.29

e Acido citrico: 1g

e Hidrato de cloral: 50g

Preparacion:

Afadir el sulfato hasta que esté completamente disuelto y después
afiadir la hematoxilina. Cuando la hematoxilina se encuentre
completamente disuelta se afiade el &cido citrico, el hidrato de cloral
y yodato de sodio. Por Gltimo se debe hervir por 5 minutos, dejar

enfriar y filtrar.

Consejos La solucion puede ser utilizada inmediatamente después de su

preparacion.

Productos e Agua destilada

e Sulfato aluminico potasico o sulfato aluminico de amonio
e Hematoxilina cristalizada (C.1. 75290)

e Yodato de sodio

e Acido citrico

e Hidrato de cloral

Materiales e Balanza
e Probeta
e Agitador

e Vasos de precipitacion
e Placa térmica

e Botellas color &mbar con cierre hermético

" Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf
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Anexo 7. Preparacion del colorante Hematoxilina de Weigert.

COLORANTE HEMATOXILINA DE WEIGERT

La hematoxilina de Weigert o también conocida como hematoxilina férrica, se utiliza

para tefiir nicleos cuando se usa posteriormente una sustancia acida. La hematoxilina

se aplica conjuntamente con el mordiente que contiene aluminio potasico o aluminio

amonico y por tanto no se elimina en la solucion &cida posterior. La hematoxilina y el

mordiente se deben almacenar por separado y se aplican al tejido al mismo tiempo. El

color que resulta es parpura muy oscuro o negro. Normalmente se utiliza en soluciones

tricromicas como el van Gieson.

Procedimiento

Solucién A (Hematoxilina)

e Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290): 1g

e Etanol 96°: 100ml

Solucién B (Cloruro de Hierro)

e Cloruro de hierro (I11): 1.169

e Acido clorhidrico (25%): 1ml

e Agua destilada: 99ml

Preparacion:

Los dos componentes se deben guardar por separado y solo se unen
cuando se va a realizar la tincion. Se afiade 100ml de la solucion A a
otros 100ml de la solucion B, y se debe mezclar la solucién
resultante. EI tiempo que dura la tincion va a depender de la técnica
y tejido empleado.

Después de la tincion con la solucidn de hematoxilina, y tras realizar
el lavado en agua corriente por 30 minutos, se puede incubar las
secciones en bicarbonato de sodio al 01% en agua destilada para que

los nucleos tengan un color azulado.

Consejos El tiempo para conseguir la tonalidad deseada va a depender de la
coloracion que queramos obtener, lo cual se puede controlar por la
observacién de las secciones al microscopio optico.

Productos e Hematoxilina cristalizada (C.lI. 75290)

e Cloruro de hierro (1)

e Acido clorhidrico
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e Etanol 96°
e Agua destilada

Materiales e Balanza
e Probeta
e Agitador

e Vasos de precipitacion

e Botellas color &mbar con cierre hermético

" Fuente: Megias M, Molist P, Pombal M. [Internet]. Técnicas histolégicas RECETAS. 2018 [consultado

20 Agosto 2020]. Disponible en: https://mmegias.webs.uvigo.es/descargas/tecnicas-protocolos-s.pdf
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