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Alcohol Amilico una alternativa en la técnica
histolégica

INTRODUCCION

Et advenimiento del microscopio abrid el campo para el nacimiento de una muititud
de ciencias, entre ellas la Histologia. El vocablo histologfa, proviene del griego
histos, tejido y fogos tratado. En 1819 el anatomista Meyer de Bonn ideo el termino
"histologia™ para designar a la ciencia que estudia los "tejidos” (Estrada, 1928). Este
término fue utilizado por primera vez con sentido biolégico por Bichat, anatomista
y fisiGlogo francés, quien sintié gran curiosidad por las texturas de las diversas capas
y estructuras que analizé al disecar el cuerpo.

La histologla es la rama de la biologla que estudia la estructura y forma de los
diferentes tejidos vivos, los cuales son las agrupaciones celulares dotadas de una
organizacién especifica que realizan una funcidén propia y determinada en los
organismos. Es un campo de la biologia y de la medicina que explora la estructura
tisular de &rganos. vegetales, animales y humanos a nivel microscopico.  Los
métodos de estudio son la preparacién de cultivos tisulares y la coloracidn vital en
los tejidos vivos, la microtomo(a, los procedimientos de fijacidn y la coloracidn en los
tejidos muertos (Estrada, 1928).

La histologfa guarda relacién intima con otras ciencias biolégicas y médicas. Al
principio, se habia hecho alguna diferencia entre la histologia y la anatomfa
microscépica, pero pronto la primera terminé por incluir a la segunda. De 1800 a
1829 se hicieron investigaciones aisladas sobre la estructura morfolégica, como
opuesta a la estructura quimica de los tejidos, en una tendencia de separar la
Histologia de la Histoguimica (Estrada, 1982).

La creacion del microscopio electrénico abrid las puertas a una nueva época de
exploracién del detalle subcelular y la relacién con sus funciones. En tanto se
descubrian métodos innovadores que hacian posible separar entre sf los tipos de
estructuras que existfan en el interior de las células y de este modo se pudieron
conocer sus funciones respectivas a nivel bioquimico. Los conocimientos obtenidos
se incorporaron pronto a la histologfa, con lo que se amplid la contribucién notable
que ia biologfa celular habia hecho a la histologia médica (Comarck, 1988).
Roberto Hooke (1635-1703) hace los primeros cortes histoldgicos en el corcho,
significativamente importantes por el descubrimiento de la célula, usando también
lentes de aumento simples y publicd un libro denominado "Micrographid titulo que
destaca la observacién de estructuras diminutas (Estrada, 1982).



Evolucion Histérica: Durante siglos, el estudio de la anatomfa del hombre y de los
animales se basé en la diseccion de 6rganos y en el examen de la forma y
configuracién de los mismos. Al no disponerse de instrumentos y técnicas
adecuados para profundizar en la organizacién de los tejidos, €l conocimiento que
de su estructura se tenfa era forzosamente limitado. Tras la invencién del
microscopio, algunos anatomistas y naturalistas abordaron esta tarea, entre ellos el
italiano Marcello Malpighi, el holandés Jan Swammerdam y el francés Marie-
Francois-Xavier Bichat. Este dltimo sefialo hasta 21 tipos distintos de tejidos en el
hombre, la mayor parte de cllos correspondientes a simples &rganos o incluso
sustancias orgdnicas. El término “histologfa™ fue introducido a principios del siglo
XIX y a partir de entonces, la joven ciencia experimentd un desarrollo acelerado en
el que se abarcd, ademds del estudio de los tejidos humanos, el de los diversos
grupos de vertebrados e invertebrados y también el de los vegetales. Algunos
nombres destacados en el avance del saber histolégico por sus maltiples estudios
acerca de las células tanto animales como vegetales fueron, ios alemanes Hugo Von
Mohl y Friedrich Gustav Jacob Henle, ei del francés Louis-Antoine Ranvier y el del
espanol Santiago Ramdén y Cajal (Lesson, 1985).

Aunque en los inicios del siglo XIX ya se disponfa de microscopios adecuados, las
técnicas para preparar los tejidos distaban de ser ideales. Como los especimenes
gruesos no podian observarse con provecho en los potentes microscopios, se
necesitaban métodos exactos capaces de proporcionar cortes delgados, sobre todo
de tejidos animales no consistentes; éstos sélo fueron posibles después de aplicar la
técnica de fijacion mediante desecacién, alcohol, sublimado y &cido crémico,
introducida en 1832 por Jacobson y en 1840 por Hannover. En este campo fue el
histélogo suizo Valentine quien en 1839, empled una doble cuchilla, cuyas hojas
podian separarse a discrecién, para hacer cortes sucesivos y més exactos de tejidos
animales. Por otro lado el primer microscopio verdaderamente atil fue una
perfeccion al microscopio de Adams, construido por el mecinico Oschatz en 1843
tanto para trabajos histoldgicos animales v vegetales (Estrada, 1982).

En 1852, Kélliger instituyd a la Histologia como un campo especial de estudio. En
1864, Chrzonszczewsky ejecuta por primera vez un tefiido vital utilizando el carmin.
El nacimiento de las anilinas ocasiond una revolucién en la practica de la Histologia,
por lo que la técnica histolGgica progresd a pasos agigantados; simultdneamente se
fueron desarroflando los procedimientos en el uso de los micrétomos para la
obtencién de cortes. endureciendo adecuadamente los especimenes mediante
congelacién, inclusidn en parafina, celoidina, gelatina y otras sustancias semejantes,
para evitar el desplazamiento de ios componentes de los tejidos. En 1864 Edwin
Klebs usé en forma conveniente la parafina como medio de inclusidn, técnica que
afios después fue perfeccionada por Paul Mevyer (1864-1923).




ANTECEDENTES

La histologfa ademds de explorar tas funciones corporales sobre bases celulares,
intenta satisfacer el deseo obsesivo de describir todas las estructuras orgénicas con el
méximo detalle posible. La histologia constituye una preparacién (til para temas
especializados como patologia, inmunologia y hematologfa, por el enfoque
integrado de estructura y funcién tisular. Por medio de técnicas in vitro se puede
conservar la relacién estructural entre las células de los tejidos siendo asl necesario
hacer rebanadas finfsimas de ellos cominmente llamados “cortes™,adecuados para el
an4lisis en microscopio comun o electrénico. Existen métodos con radioniiclidos, en
los que las células de un animal vivo pueden ser “etiguetadas™ para asi vigilar su
evolucién en cortes obtenidos. en diversos lapsos {Kiernan, 1990).

Los cortes necesarios para un estudio con microscopio comiun deben ser lo
suficientemente finos para permitir el paso de luz y evitar la superposicién visual de
sus componentes. Para el microscopio comiin, tos cortes suelen ser preparados por
la técnica a la parafina, como sigue:

1. Muestra de tejido: Se obtiene la muestra del caddver, es esencial extraerla lo
més rdpidamente posible después de la muerte, para evitar la
descomposicddn que ocurre en tal caso. Hay que disecar con cuidado el
tejido por medio de instrumentes cortantes, para no deformar su imagen
microscdpica. Para la fijacion adecuada, el fragmento no debe exceder de 1
cm? y tan pronto se [e ha extraido, debe ser colocado dentro de una selucién
fijadora que debe guardar una relacién entre el tejido y el fijador de 1:10 a
1:20 veces (Martoja, 1970).

2. Fijacidn: Los fijadores evitan la degeneracién post mortem y los cambios que
deforman la estructura de células y tejidos; también endurecen los tejidos
blandos. Gran parte de esta accidn se atribuye al hecho de que polimerizan
protelnas que abundan en células y tejidos. La primera cualidad de un buen
fijador es la potencia de penetradén en los tejidos, conservando sus
elementos, especialmente el nicleo, de tal manera que el llquido pueda fijar
tanto las capas superficiales como las zonas profundas. La acidez de un
fijador es una cualidad importante, ya que el poder de coagulacién o
precipitacién de la mayorfa de los fijadores sélo se Hleva a cabo en un medio
dcido o neutro, un medio alcalino paralizarfa, la accidn inmediatamente.
Un buen fijador no debe arrugar ni encoger los tejidos, no los debe
ennegrecer, ni dejarlos quebradizos o fragiles (Estrada, 1982). Los fijadores
qufmicos tienen algunas propiedades que deben considerarse en cuanto a los
propésitos que se tengan para la muestra. Algunos agentes son fijadores
coagulantes, que inducen cambios en las células parecidos a los que ocurren
cuando se aplica calor a un huevo. El alcohol etflico y metflico alteran de
manera notable la conformacién de las macromoléculas. Otros se describen
como fijadores aditivos, que actian a! reaccionar con los componentes
bioquimicos de la célula {Banks, 1986). Nettleton v McAuliffe en 1986
reportaron que el formaldehfdo {(CH,O [HCHO) causa hinchamiento en
algunos tejidos y encogimiento en otros (World Healt Organization, 1995).



Su uso como fijador no es del todo efectivo, por lo que generalmente es
recomendable utilizar el formaldehido al 4% en solucién amortiguada, hasta
obtener un pH neutro. Los fijadores quimicos establecen entrecruzamientos de
protelnas y las precipitan al sustituir el agua que llevan consigo. como resultado
los tejidos se endurecen. El fijador evita que las enzimas hidroliticas que quedan
en libertad al morir las células, degraden componentes histicos ya que las
inactiva y por lo tanto no deforman la estructura de |os tejidos al estudiarlos en
microscopto. Muchos fijadores son antisépticos potentes, que destruyen
microorganismos patégenos como fas bacterias de aquelios tejidos que se
encuentren infectados. Y en el caso de ser algln virus representan un peligro
dinico para quienes los manejan (Kierman, 1990). Hattel y colaboradores,
(citados por Nettleton y McAuliffe en 1986) demostraron en 1983  que los
tejidos pueden ser fijados con poco ¢ ningdn cambio en el volumen, usando una
modificaciéon de la técnica de fijacién por fase de particién introducida por
Zalokar y Erk en 1977. La fase de particién esta basada en el hecho de que
cuando los solventes inmiscibles son puestos en contacto con otro soluto este
puede ser dividido en dos fases, de acuerdo a la solubilidad de cada uno de
etlos. Posteriormente Nettleton y McAuliffe, usaron formalina, glutaraldehido y
diversos solventes orgénicos compardndolos con la fijacién en formalina
amortiguada neutra al 10% para cinco tejidos, demostrando que la fijacion en
fase de particién da excelente fijacién para microscopia de luz si se utilizan las
combinaciones apropiadas de fijadores y solventes. Los reactivos fijadores més
comunmente usados son los dcidos minerales como el 4cido crémico y 4cido
ésmico, sales metélicas como Bicromato de mercurio, Bicloruro de mercurio y
cloruro de platino, 4cidos organicos como el plcrico, acético y tricloracético,
reductores organicos como €l alcohol etflico, alcohol metflico, acetona y formol
por mencitonar los més utilizados en la técnica histoldgica. En 1987 Kenneth y
colaboradores realizaron un estudic acerca de los fijadores, aditivos de fijacién,
reactivos intermedios a la parafina, y reactivos inmunohistoquimicos, para
efectos de preservacion de los marcadores de superfide CD3, CD4, y CD8 de
finfocitos-T de amigdalas de humano. Se evaluaron los efectos de cada reactivo
en secciones congeladas con anticuerpos monoclonales y esta informacién fue
utilizada para perfeccionar la inmunotincién de células-T en secciones de
parafina. Encontrando que aquelios factores que causaban algin tipo de dafio en
el tejido eran: el retraso de la fijacidn, fijacion a un pH 4cido, fijacién a
temperaturas por arriba de los 4°C, el procesamiento con parafina muy caliente,
enzimas proteoliticas, el peréxido de hidrégeno metandlico, el Tritén X-100, y la
prolongacién de tratamiento con yodo. La demostracién dptima de células-T en
secciones de parafina fue seguida por una fijacién del tejido en bicromato
peryodato-lisina-paraformaidehido a 4°C, con un pH de 7.5; terminando el
procesamiento con isopropanol, después xilol o cloroformo, a 4°C; para su
posterior inclusién en parafina con un punto de fusién baja de 45° a 50°C. El
tejido fue fijado con formol comerdial, giutaraldehido, Bouin v el procesamiento
fue perfeccionado para pH y temperatura (Kenneth, 1987),



3. Deshidratacién: El principio de la técnica a la parafina es sustituir el agua que
inicialmente estaba en el tejido. para asi cortar ficilmente el blogue
histolégico, se realiza en dos fases: la primera es un proceso de
deshidratacién gradual que se logra al pasar el bloque de tejido fijado por
alcohol etflico de diferentes concentraciones hasta llegar al absoluto, sin
embargo, el alcohol etllico no es un solvente de la parafina, de tal manera
que es necesario sustituirio por Xilol u otro agente similar, la segunda etapa
comunmente conocida como aclaracién es pasar el bloque deshidratado con
alcohol etflico a través de Xilol en cambios sucesivos, hasta sustituir el alcohol
por Xilol en la preparacion para inclusion. Algunos de los deshidratantes més
utilizados son: {Lee, 1968)

s Alcohol etilico: Es el deshidratante més cominmente usado; a una
concentracién del 70%, con aigunas excepciones cuando es utilizado
para procesar tejidos, quistes y embriones, los cuales podrian sufrir
ligeras distorsiones, se comienzan a deshidratar desde el alcchol etilico
al 60%. Los tejidos fibrosos como el muisculo, cerebro, nédulos
linfaticos y gléndulas se infiltran rdpidamente y completamente al
utilizar el alcohol etflico at 60% especialmente cuando son utilizadas
al vacio. Una de las ventajas del alcohol etilico es que es tolerable en
cuanto a tiempo de uso debido a que no es agresivo en comparacién
con otros deshidratantes, para compietar la infiltracién del tejido. El
proceso de deshidratacién continua de manera ascendente en la
concentracién de alcohol etflico hasta llegar al alcohol absoluto. El
alcohol isopropllico puede ser usado como sustituto del alcohol
absoluto si es necesario, pero es preferible utilizar e! alcohol etilico
absoiuto.

¢ Acetona: Es un método répido, utilizado algunas veces en laboratorios
de hospitales y cuando es requerido como un método estdtico o
patrén en algunas técnicas. Una de sus principales ventajas consiste
en que no disuelve el acido arico ni el glicégeno, también conserva
algunas grasas, a condicién de que su accién no sea prolongada
también su bajo costo, en comparacién con los demas: pero sus
desventajas son que provoca resequedad y dureza al tejido lo que
ocasiona problemas a la hora de cortar.

* Dioxano: Es un rapido deshidratante, pero su vapor resulta altamente
téxico y su uso requiere de cuidados extremos y trabajarse en una drea
ventilada. Durante el procedimiento con el dioxano no es necesario
lavar el tejido, proporcdona al tejido suavidad por lo que es més
utilizado que la acetona. Para una correcta deshidratacién con este
lfquido se recomiendan alrededor de 48 horas.

4. Aclaramiento y conservacién: Tras |a fijacién puede ser necesario demorar la
inclusidn, en este caso las piezas se conservan en medios liquidos diversos,
que son seleccionados segln el tipo de tejido, la fijacién y el medioc de
inclusién que serd utilizado.




Las sustancias aclarantes, tienen un alto Indice de refraccién y permiten que
los tejidos se observen transparentes, se utilizan entre el alcohol y el medio
resinoso (Arriaga, 1987). _

Existen numerosos ilquidos que actdan como conservadores con propiedades
muy similares como por ejemplo: Formol diluido: Los materiales fijados en
mezcdas de formol, como en ifquido de Baker, pueden conservarse en una
solucién de formol al 10% antes de ser cortados por congelacién. Butanol o
alcohol butllico normal: Es uno de fos liquidos para conservar mas utilizados,
las piezas pueden mantenerse en é| y algunas incluso ganan una <onsistencia
mas favorable para cuando se corten. Se emplea también para completar la
deshidratacién, siendo utilizado por algunos como intermediario entre el
alcohol etilico y la parafina con lo que se reducen pascs en el proceso de
inclusién. Las piezas que han sido tratadas con formol no pueden soportar
este tipo de deshidratacién alcohodlica. Xilol: Es el agente aclarante més
utilizado, actia rapidamente y no afecta los colorantes de acridina. No
disuelve la celoidina y se utiliza en tinciones progresivas. No es miscible en
agua, pues en ella puede hacerse "lechoso™: es menos volétil que le benceno
y mas econdmico. Aunque endurece més que el tolueno y el salicilato de
metilo. Un experimento realizado por Peldez en 1985 arrojo excelentes
resultados utilizando salicilato de metilo como aclarante de fetos en
mamiferos, debido a que es soluble en alcohol, xilol y resina sintética
(Arriaga, 1987). Sin embargo no se puede utilizar como agente conservador.
Una de sus desventajas es que endurece el tejido méas que el coroformo,
pero el control en cuanto al tiempo es menor. Ei xilol, tolueno y benceno
son dificiles de remover durante la impregnacién de parafina. Todos son
buenos agentes aclarantes, pero para el laboratorio del instituto de Patologia
de las fuerzas armadas, el cloroformo es el liquide aclarante més utilizado.
Esencia de cedro: La esencia de cedro constituye en excelente medio de
conservacién y también es un excelente aclarante. Actia de intermediario
entre el alcohol y la parafina reblandece determinados tejidos que tras la
fijacion pueden endurecerse y volverse quebradizos. Aunque la esencia de
cedro sea miscible con el alcohol de 95° es preferible deshidratar
completamente las piezas antes de conservarlas en esencia de cedro. Es un
producto muy poco volétil, los bafios de parafina que se hacen en el
transcurso de la inclusién pronto se impregnan de esta esencia, por lo que
hay que renovarlos frecuentemente. Mezcla con colodién: Este tratarmiento
frecuentemente se denomina inclusion mixta, esta solucién contiene un 1%
de celoidina, que actia como conservador. No se trata de un simple medic
intermediario, las piezas deben ser cuidadosamente deshidratadas antes de
sumergirse en la solucidn de colodién que actda como aclarante. La
impregnacién en celoidina puede efectuarse sin importar el método de
fijacién. Benceno: Adara répidamente haciendo al tejido transparente;
proveca menos contraccién que el xilol o xileno y el tolueno; Algunas de sus
desventajas es el endurecer considerablemente el (tero, el musculo y el
tendén y de aclarar sdlo en alcohol absoluto, puede ser toxico después de
exposiciones prolongadas y debe ser utilizado en cuartos con suficiente
ventilacién (Sheenan, 1980). El éter de petréleo: Es uno de los mejores
aclarantes, no wvuelve quebradizo al tejido después de una exposicion




prolongada en él, es excelente para los tejidos duros como el dGtero, el
tendén y el misculo, tiene la desventaja de ser flamable (Sheenan, 1980).

Et éter etflico: Aunque es muy comun no se emplea como reactivo en sintesis
orgdnicas, sino mas bien como disolvente y anestésico general, se disuelve en
agua y en compuestos de polaridad intermedia (Rakoff, 1974).

. Indusion:  El principio de la técnica de inclusion consiste en someter ias
piezas a ia accidén de diversos disolventes para conseguir que una sustancia
frecuentemente hidréfoba penetre en un tejido que en principio esta
hidratado, para mantener en su posicién original los elementos que lo
integran al efectuar los cortes. Por lo que la pieza, debe someterse a una
serie de tratamientos sucesivos cada uno de los cuales esta destinado a
preparar la penetracién del siguiente y eliminar el anterior. Este proceso es el
que permite finalmente cortes lo bastante delgados para poder examinarlos
al microscopio (Banks, 1986). Existen varios métodos de inclusidn, los
principales son: Inclusién en gelatina, doble inclusién gelatina parafina,
inclusibn en parafina, Incdusién mixta celoidina-parafina, doble inclusion
celoidina-parafina, inclusibn en celoidina. Ei método de la inclusién en
parafina es el mas usual, debido a que ofrece mayor numero de ventajas
practicas. La parafina histolégicamente hablando es una mezcla de
hidrocarburos saturados v a veces de ceras. La composicién de la mezcia
puede ser muy variable, par lo que existen varias clases de parafinas. La
propiedad mds interesante es, sin duda, la de ser quimicamente neutras,
solubles en numerosos disclventes y faciles de cortar ¢on la cuchiila. El
bloque tisular penetrado por el xilol, se pasa por parafina caliente varias
veces. La duracién optima de los bafios de parafina se elegird dependiendo
del tipo de tejido; oscila desde algunas horas, en el caso del péancreas de
vertebrado, a tres dias, en el caso de alglin invertebrado, por citar un
gjemplo. La duracién de la inclusién en parafina depende también del
liquido intermediario utilizado que se habrd de eliminar. Cuando més volétil
sea, mas corta serd la inclusion. La parafina derretida llena los espacios antes
ocupados por el agua y esta al endurecerse, hace que el blogue este iisto
para el corte o puede conservarse de manera indefinida. En el casc de
muestras con una gran cantidad de vitelo, Manes y Nieto en 1983, proponen
un método de impregnacidn de celoidina-parafina conveniente para los
huevos y la yema de los embriones de anfibios. El método produce bloques
de consistencia uniforme que facilita enormemente la calidad del corte y de
secciones en serie; debido a su simplicidad vy fiabilidad puede adoptarse como
un método rutinario en la técnica histoldgica, las modificaciones bdsicas
hechas para este experimento fueron: El uso del butanol como agente
deshidratante remplazando el alcohol etilico al 90%. la infiltracién de las
muestras con celoidina, el uso de salicilato de metilo como liquido de
aclaramiento, el uso de cloroformo como un liquide intermedio previo a la
inclusién en vez del benceno. ya que el n-butanol y cloroformo previenen
endurecimiento del material. La infiltracién con celoidina otorgd una
consistencia uniforme en fas muestras y ayudé a mantener ta coherencia de la
yema en las dreas mas densas.



En 1993 William y Gross estandarizaron una técnica para incluir los tejidos
calcificados, como el hueso y esmalte del diente en parafina, para conservar los
sitios delicados del factor de crecimiento. La misma técnica, sélo que omitiendo el
paso de descalcificacion, permite a los tejidos delicados, como los embriones del
axolote, (Mexicanum ambystoma) que contienen la masa de yema mas grande,
puedan ser manejados facilmente durante el procesamiento del tejido y ser cortados
en serie. Todos los especimenes fueron fijados con periodato-lisina-
paraformaldehido a 5% C. Hueso y diente fueron descaicificados en solucién de
EDTA-G (14.50 g. de EDTA, 15 mi. de glicerol) y después de mantenerse a una
temperatura de 5° C las muestras fueron lavadas (con PBS, con un pH de 7.2, al
vacio) para remover el glicerol. Se deshidrataron los tejidos descalcificados y la
yema de los embriones a través de una serie ascendente de isopropanol,
posteriormente cuatro cambios de parafina de 1 hora cada uno para ser finalmente
incluidos en parafina (Paraplast X-Tra) de bajo punto de fusién y al vacio. Llas
modificaciones a la técnica como lo fueron el agente fijador, la temperatura y el pH,
permitieron conservar asi los sitios delicados del antigeno en el factor de
crecimiento (William y Gross, 1993}).

6. Corte: Una vez que se ha eliminada el exceso de parafina, es posible realizar
cortes de el, por medio de un instrumento cortante llamado micréfomo. Este
instrumento cuenta con una hoja extraordinariamente cortante, que puede
ajustarse de tal manera que se logran cortes de diferente grosor. En el filo de
la cuchilla se acumulan los “cortes parafinados™ en forma de una cinta
continua de la cual se pueden separar facilmente fragmentos individuales con
una pinza de diseccién una vez que la “cinta” se deja flotar en el agua. Para
adherir el corte a la laminiila se utiliza un adhesivo o liquido de extensién y
una plancha eléctrica a un temperatura entre los 60-65°C aproximadamente.
El principio de extension de los cortes se basa en la dilatacién de los cortes al
calor, si el liquido de extension contiene a su vez una sustancia adhesiva los
cortes se pegan a la vez que se extienden. Los adhesivos no siempre son
totalmente neutros con relacién a los colorantes y si se emplean demasiado
concentrados o se extiende mal pueden formar después de la tincién
molestas capas que a la hora de observar al microscopio nos causen
problemas. Entre los liquidos de extension adhesivos se encuentran la
albiimina acuosa, gelatina acuosa o el Ruyter (albGmina, acetona, benzoato
de metilo y agua)(Estrada, 1982).

7. Tincion y montaje: El propésito de los métodos de tincién es hacer
conspicuos los componentes tisulares para su observacién (Craigmyle, 1975).
Hoy en dia se cuenta con miles de tinciones y combinaciones para su uso en
la histologfa. Casi todos los colorantes usados en histologla son sales que se
disocian en agua, para que esto suceda la parafina que ha penetrado en el
corte debe ser sustituida por agua, cosa que se logra al adherir la “rebanada”
finfsima en una laminilla y pasarla a través de xilol, para efiminar la parafina,
después por alcohol absoluto para eliminar el xilol, por varios “bafios™ de
alechol en concentracion decreciente y al final por agua, asl el son muy
dtiles, ya que se esclarece la informacién que proporcionan cuando se
entienden los fundamentos de sus propiedades colorantes. Las tinciones se
describen como deidosy bdsicos.




Si el componente de coloracidén es un radical 4cido por poseer un grupo
funcional nitro © quinona, la tincidn se designa como &cida, por el contrario, i
posee un grupo azo, azin o indo amino es bésico y se considera como basica
(Gavifio, 1975). la eficacia de una coloracion 4cida o basica radica en la
distribucidn de las cargas aniénicas y catidnicas relacionadas con las proteinas y
complejos proteinicos (lipoproteinas, glucoprotefnas) en las células y los tejidos
{Banks, 1981). Por lo que se han dasificado en tinciones monocrémicas, tindones
policrémicas con emplec de mordientes o diferenciacidn y tinciones policrémicas
sin mordente ni diferenciacién, donde encontramos la tincién Hematoxilina-
Fosina (H-E) , que es de gran importancia por su interés histérico ya que fue de
las primeras técnicas de tincidn utilizadas. La hematoxilina es un colorante
bésico, que se extrae de la madera del drbol Haematoxylon campechianum,
originario de México que también es cultivado en Jamaica. Es de los colorantes
mds utilizados en Histologia, y para tener buenos resultados, se tiene que oxidar
para transformarse en hemateina, ya sea por contacto con el aire, con un
mordente o con una sustancia oxidante como el iodato de sodio o el dxido de
mercurio (Drury, 1980). La costumbre ha impuesto el término hematoxilina,
cuando fo correcto serfa hablar de hemateina {Arriaga, 1987). La hematoxilina
es muy importante en las tinciones bioldgicas. Es un colorante versdtil y tifie
muy intensamente el nucieo, las estructuras mitdticas, la mielina, las fibras
elasticas, 1a fibrina, las estriaciones musculares, ciertos leucocitos granulosos, las
mitocondrias, la mucina, la hemoglobina, el coldgeno, los axones, los
fosfolipidos, los protozoarios, los dcidos grasos, las células alfa y beta de la
pituitaria vy los islotes pancreéticos. Sin embargo no diferencia al 4cido nucleico
del &cido desoxirribonucleico. Tiene una excelente propiedad policrémica que
permite observar diferentes matices de azul y rojo en una sola preparacion
{Conn, 1961}). La hematoxilina frecuentemente se combina con la Eosina para
dar un mayor contraste. La eosina es un colorante artificial rojo, acido vy se
aplica en material fijado, tifie el tejido conectivo y el citoplasma de rojo. Varia
mucho en intensidad y matiz. La eosina deriva de la fluorescelna y se encuentra
en forma pura, el color que da es amarillo o azulado {o un rojo intensc). La
eosina y {amarillenta), se disuelve comidnmente en agua o en alcohol, siendo la
eosina amarilla, la més recomendada. Una vez tefiido el corte, se hace pasar por
una serie de recipientes con alcohol de diversas concentraciones hasta legar a
alcohol absoluto y después por xilol (Martoja, 1970). Ya tefiidas las laminillas se
limpian una por una quitando el exceso de Xilol y se pone una gota de resina
sintética, se coloca un cubre-objetos para que la resina se extienda y quede
protegido el corte (Martinez, 1981).



ALCOHOL AMILICO

Su formula quimica es {-) — CH; CH,CH (CH,3)CH;OH, es un liquido volétit, de olor
caracteristico, de sabor picante, punto de ebullicién 128°C, el punto de flama es de
67°C, la densidad relativa a 20°C es de 0.809, pH 5, soluble en agua, miscible con
alcohol etilico, benceno, éter, coroformo, glicerol y aceites. Se debe guardar
perfectamente bien cerrado y protegido de la luz. Toxicidad humana: lrrita
moderadamente las membranas mucosas, es narcdtico en altas concentraciones. Es
utilizado como hipnético en terapia para gatos (Windholz, 1976).

El alcoho! amilico se obtiene mediante el proceso de fermentacion de azlcares de
levadura, et proceso de sintesis mas antiguo del mundo empleado por el hombre.
Los alcoholes utilizados para este tipo de sintesis provienen de varias fuentes,
principalmente de la mezcda de cafia de azdcar o del almidén que se obtuvo de
diversos granos. El alcohol amilico utilizado para el comercio se obtiene por
destilacidn del aceite de fusel (del alemén: Fusel= “Licor de mala calidad™) que es
una mezcla de alcoholes primarios como el isopentflico, n-propilico, isobutilico vy el
2-metil-1 butanol ¢ alcohol amilico {(Morrison & Boyd, 1987).

Se emplea para preparar el acetato de amilo, el nitrito de amilo y el amileno. Los
alcoholes amilicos més importantes son lo siguientes :

1. Alcohol iscamilico o isobutil-carbinol: Es un ilquido incoloro de olor
desagradable, y la inhalacién de sus vapores causa tos. Es soluble en agua al
3.4% v a su vez, el agua es soluble en este alcohol al 2%. Se obtiene del
aceite de fusel o también tratando el monodoro-iso-pentano con hidréxido
sédico. Por su oxidacién con dcido crémico pasa a 4cido asovalérico,
D = 0.823; P.e. = 131.4°.

2. Alcohol amilico activo, butil-carbinol secundario: P. e. = 128°.

3. Alcohol amilico normal: Se obtiene tratando el cdoro pentano normal con
hidréxido s&dico. P. e. = 137°.

4. Hidrato de amileno, alcohol amilico terciario: Es un liquido incoloro con
penetrante olor canfordceo. Se prepara a partir del 4cido beta-iso-amileno
haciéndole pasar a través de 4cido sulfarico y diluyendo después con agua.
En Norteamérica se fabrican mezclas complejas de diversos alcoholes amilicos
a partir del cloro pentanos derivados del petréleo (Windholz, 1978).

USOS:

Son disolventes de resinas de urea y formaldehido, reforzadas con alquidos, de
cetona y aldehido, copales blandos etc. Como son muy disolventes se emplean
como dituyentes de liquidos hidréulicos de tipo del aceite de ricino, de liquidos
carburantes, limpiadores de cafiones de fusiles, inhibidores de la formacién de
gomas en la gasolina, tintas de imprenta y lacas. En mineria como espumantes para
la flotacién de menas no ferrosas ¥ como colectores en forma de xantanos como de
potasio. Como agentes antiespumosos y en fotograffa como agentes quimicos (Kirk,
1998).



JUSTIFICACION

Aungue en general, las modificaciones en la técnica histoldgica son para hacerla mas
eficiente, estos cambios siguen los mismos principios fisicoquimicos y en algunos
casos las mejoras también repercuten en sus efectos secundarios como son costos y
toxicidad (Martoja, 1976). En algunos pasos existen reactivos que no han
presentado alguna variacién por lo dificil que resutta encontrar liquidos similares
que tengan més beneficios que perfuicios, tal es el caso del uso del alcohol etilico, en
el paso de deshidratacién que es poco téxico y econémico, no asf el caso de los
lfquidos intermedios como el xilol o el aceite de cedro. El primero es altamente
téxico y debe controlarse muy bien el tiempo de uso y el segundo es muy caro y
aunque es un liquido intermedio excelente también es dificil de conseguir.

Los pasos de la técnica histoldgica hasta la actualidad han sufrido modificaciones
menores © no ha habido aportaciones relevantes y en algunos de los pasos no han
sufrido modificacién alguna, por lo que. la bibliograffa disponible es escasa.

Ahora bien, los principios basicos de la técnica histoldgica son la sustitucién vy
resustitucién del agua tisular, normalmente los liquidos empleados son alcohol
etilico y xilol o sustitutos que tengan caracteristicas de solubilidad o miscibilidad
entre el alcoho! vy la parafina o Paraplast (parafina sintética que provee mejores
caracterfsticas de dureza al corte con micrétomo). Los liquidos intermedios mds
utilizados son principalmente el xilol { 1. 4-Cg H,(CH;); ). doroformo (CHCL; )
aceite de cedro. Kiernan en 1990 (Cuadro 1) presenta una tabla de més de 20
liquidos intermedios utilizados, con sus ventajas y desventajas. En su mayorfa sus
desventajas son: toxicidad, costos y resuitados. Si bien el xilol es el medio que més
se utiliza, este reactivo es altamente téxico. endurece y contrae mucho los tejidos y
su tiempo de exposicién debe ser minimo por lo que no sirve como agente
conservador.



PROPIEDADES DE LOS SOLVENTES UTILIZADOS EN HISTOLOGIA

Nombre ndice de | Punto de ebulliddn | Observaciones
refraccién a 200 | (°C)
Grupo 1 Agentes deshidratantes miscible con Los liquidos absolutos usualmente contienen
agua y agentes aclarantes {Grupo 1l). pero no alrededor de 1% de volumen de agua, pero
son miwkibles con parafina o con medio de cominmente esto e ignorado. El etancl v
montaje (resina) el isppropancl son los solventes mds
volstiles

Acetona .36 56

Etanol {alcohol etilico) 1.36 78

Isopropanol {CH isopropilico) 1.38 82

Metanol {alcohol metilico) 133 65

Grupo Il Agentes aclarantes

Miscibles con agentes dethidratantes (grupo 1).
medio de montaje (resina); pero no miscibles
CO0 agus

Los tejidos se transparentan solo cuando el
fndice de refraccidn del agente aclarante es
mayor de 1.47.

Acetato de amilo {acetato isoamilico) 1.40 142 Olor penetrante

Benceno 1.50 B0 Evitar la inhalacién de vapor,

n-Butanol {n-butil. alcohot) 1.40 ns Parficularmente miscible con agua. Puede
ser usado eomo deshidratante. Su vapor es
immitante

Clorcformo 1.45 61 Aclarante de tejidos pero no es un buen
amortiguador

Aceite de cedro i.51 260 (aprox.) Solamente miscible con etanol

Benzoato de metilo (aceite de niobe} 1.51 200 Qlor no desagradable

Salicilato cte metilo (aceite de pirola) 1.54 223 Qlor penetrante no desagradable

Tolueno 1.50 ni Evitar la inhalacidn de vapor

Xileno (mezcla de sémenty) 1,50 140 {aprox.) Aclarante mds utilizado. Causa ardor como
ningiin otro aclarante

Grupo 1! Solventes combinados para

deshidratacién y aclaramiento

Micibles ¢on agua ¥ con  parafina no

necesariamente miscible con resina {medio de

montaje)

Dioxano (6xido de dietienc) 1.42 10 Vapores  téxikos.  Pueden  formarse
perdxidos explosivos después de mmucho
tiempo de almacenamiento

Grupo IV Diversos lquidos

Agua 1.33 100

Glicerol 1.47 290 Miscible con agua. agentes aclarantes. pero
no con agentes deshidmtantes

[Eter 1.35 35 Mezelado con liquido es peligrosamente
Namable
Acido acético 1.37 ng Misclble con agua y todo tipo de solvenies

del grupo Hil. Usade como fijador. en
swolucién amortiguadora vy soluciones de
Tincion

Tabta 1. {Extraldo de Kiernan, 1992, pp. : 433)




Agentes como el cloroformo dan buenos resultados pero sus desventajas son su alta
volatilidad, poca miscibilidad con la parafina lo que aumenta el tiempe de
impregnacién en parafina y su costo. El aceite de cedro es costoso, tiene poca
disponibilidad en el mercado y en algunos tejidos, como el musculo, los endurece,
también su miscibilidad con la parafina o paraplast es poca lo que aumenta el
tiempo de impregnacién, ademds al usarse con mucha frecuencia, su rendimiento
baja y contamina rdpidamente las parafinas o paraplast de impregnacion, lo que
aumenta los costos de la téenica.

Las ventajas del alcohol amiflico en comparacién con el xilol, el cloroformo, entre
otros. son su costo y que ademds de ser un lfquido intermedio también es
considerado come un liquido aclarante lo que permite mejor visibilidad a la tincién.
£n la busqueda de un sustituto que ofrezca caracter(sticas de alta miscibilidad con el
alcohot absoluto y la parafina, tiempos cortos de sustitucidn entre ambos Ifquidos,
poca toxicidad y poco endurecimiento y contraccién de los tejidos y costos
reducidos, se pretende comprobar en el presente trabajo, s el alcohot amilico, un
solvente orgdnico, poco téxico, de rendimiento alto en funcién de poca
contaminacién para el liquido de impregnacién paraffnica. pues tiene un rango alto
de volatilidad a 60 °C, serfa un buen sustituto del xilol, un solvente téxico, diffcil de
remover durante la impregnacién con parafina, volétil y de alto costo, por lo que
se plantea lo siguiente:

OBJETIVOS

I. Determinar si el alcohol amilico dadas sus caracteristicas, puede utilizarse
como liquido intermedio en la inclusion dentro de la técnica histolégica.

2. Estandarizar 1os tiempos de emplec del alcohol amilico en el proceso de
inclusién.

3. Comparar los efectos del alecohol amilico en la inclusién de diferentes
organos {huecos y parenquimatosos) con respecto al xilol.

4. Verificar st no se alteran las capacidades tintéreas del tejido utilizando la
Tincién mas comtn de Hematoxilina y Eosina (H-E) en tejido tratado con
OH amfico durante la inclusién.



Agentes como el cloroformo dan buenos resultados pero sus desventajas son su alta
volatilidad, poca miscibilidad con la parafina lo que aumenta el tiempo de
itnpregnacion en parafina y su costo. El aceite de cedro es costoso, tiene poca
disponibilidad en el mercado y en algunos tejidos, como el musculo, los endurece,
también su miscibilidad con la parafina o paraplast es poca lo que aumenta el
tiempo de impregnacién, ademds al usarse con mucha frecuencia, su rendimiento
baja y contamina rdpidamente tas parafinas o paraplast de impregnacion, lo que
aumenta los costos de la técenica.

Las ventajas del alcohol amilico en comparacién con el xilcl, el cloroformo, entre
otros, son su costo y que ademds de ser un liquido intermedic también es
considerado como un Hquido aclarante lo que permite mejor visibilidad a 1a tincién.
En la bisqueda de un sustituto que ofrezca caracterfsticas de alta miscibilidad con el
alcohol absoluto vy la parafina, tiempos cortos de sustitucién entre ambos liquidos,
poca toxicidad y poco endurecimiento y contraccidn de los tejidos y costos
reducidos, se pretende comprobar en el presente trabajo, s el alcohol amllico, un
solvente orgdnico, poco téxico, de rendimiento alto en funcdén de poca
contaminacién para el liquido de impregnacidn parafinica, pues tiene un rango alto
de volatilidad a 60 °C, serfa un buen sustituto det xilol, un solvente téxico, diflcii de
remover durante la impregnacién con parafina, volétil y de alto costo, por 1o que
se plantea lo siguiente:

OBJETIVOS

1. Determinar si el alcohol amflico dadas sus caracteristicas, puede utilizarse
como liquido intermedio en la inclusién dentro de la técnica histolégica.

2. Estandarizar ios tiempos de empleo del alcohol amilico en el proceso de
inclusién.

3. Comparar los efectos del alcohol amflico en la incusidn de diferentes
&Srganos (huecos y parenquimatosos) con respecto al xilol.

4, Verificar si no se alteran las capacidades tintdreas del tejido utilizando la
Tincidn més comun de Hematoxilina y Eosina (H-E) en tejido tratado con
OH amfico durante la inclusién.



MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracién de este trabajo se utilizaron 10 ratas hembras de la cepa Wistar,
de la misma edad con un peso aproximado de 200-250g. Las muestras fueron
obtenidas sacrificando la rata por dislocacdién cervical e inmediatamente fueron
perfundidas con 750ml. de solucién salina isotdnica con el fin de obtener los
érganos limpios es decir libres de sangre (Apéndice 1 ).

Se extrajeron los siguientes Organos: Intestino delgado, dtero, ovario, higado,
pulmén corazén y rifiones, se cortaron fragmentos de lam? para intestino delgado y
atero; y para ovario, higado, pulmdn corazén y rifiones se cortaron fragmentos de
S5mm? aproximadamente. Fueron enjuagados en solucién salina y posteriormente
se fijaron con formol al 4% (Apéndice 3) durante 24 horas y se tomaron medidas
de altura y grosor, con la ayuda de un vernier para mayor exactitud. Para continuar
el procesamiento de los organos. se deshidrataron con alcohol etilico en
graduaciones crecientes, iniciando con 70% 80° 90°, 96° y 100° una hora par cada
alcohel, para después volver a medir altura y grosor y registrar si existe o no algin
cambio después de la deshidratacién. Posteriormente se impregnaron las muestras
con xilol y alcohol amflico respectivamente, a los diferentes tiempos 30, 60, 120 y
2880 minutos (48 hrs.). Fueron medidos cada unc de los érganos por tiempo y por
tratamiento. Se incluyeron en Paraplast. arientando los 6rganos y etiquetandolos.
Para ambos tratamientos se hicieron cortes al Microtomo (American Optical) a Spm.
adhiriéndolos con Ruyter (Apéndice 2) y tiféndolos con la técnica (H-E), se
montaron con resina sintética y se utilizaron cubreobjetos Corning #1 (Kiernan,
1990). (Apéndice 4 ).

Una vez elaboradas las preparaciones. se hizo el anélisis histolégico de los érganos,
observando las diferencias tisulares y celulares con la ayuda de un fotomicroscopio
Olympus BX40, para comparar en los diferentes érganos con ambos tratamientos y
a diferentes tiempos. Se trataron de manejar los mismos campos y se tomaron
fotomicrografias de éstos mismos a los diferentes aumentos { 4, 10, 16, 50 y 100).
Para el andlisis estadistico los datos obtenidos de las mediciones de los organos
después de la impregnacion con OH amilico y xilol, respectivamente, fueron
procesados utilizando !a prueba de andlisis de varianza (ANOVA) trifactorial,
(tratamientos, tiempo, érganos) y prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05 para sacar las diferencias entre Srganos, tiempos y tratamientos mediante la
ayuda del programa estadistico (Statica 3.1 para Windows 95).
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METODOLOGIA

| SACRIFICIO DE RATAS

I |

ORGANOS PARENQUIMATOSOS
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RESULTADOS

La preservacién de la morfologia fue el principal criterio para juzgar la calidad y el
tiempo en el que los 6rganos podian permanecer en el liquido intermedio sin
presentar ninguna alteracion como cambios en la longitud o cambios en el tamafio
original y dureza del 6rgano durante la inclusién. Los 6rganos huecos {Intestino y
Utero) fueron extraidos y cortados con 1 cm de longitud, mientras que los érganos
parenquimatosos (Ovario, Higado. Rifdn, Pulmon y Corazén) fueron extraidos y
todos fueron cortados con 0.5mm?® aprox. (Tabla 1). Se pudo observar que después
de la deshidratacion (8hrs. después) con las diferentes concentraciones de alcohol,
los 6rganos huecos (Intestino y Utero) y algunos parenquimatosos sufrieron cambios
en la longitud (Pulmén y corazén), siendo el intestino el que més cambio de
longitud presenta hasta de un 30% (Tabla 1 y Gréfico 1).

Después del tratamiento con alcohol amilico y xilol se observaron otros cambios
ademds del encogimiento, con el xilol se observd que el tejido se endurecid y
cambio de aspecto, tornandose rojizo. translicido y muy duro al tacto. El cambio
de longitud con este tratamiento inicia con la deshidratacién alcohdlica. Mientras
que para aqueltos Organos tratados con alcohol amilico el tejido no presento
cambios en su aspecto. ni textura. Los cambios de longitud se inician con la
deshidratacién alcohélica en los érganos huecos (Intestino y Utero). Y en (pulmén y
corazon) que son Organos parenquimatosos {Tabla 1).

TIPO DE OBTENCION | DESPUES DE LA
GRGANO GRGANO DE LA DESHIDRATACION| ENCOGIMIENTO
MUESTRA {mm) (%)
{mm)

H Intestino 10 Q 30
H Utero 10 9 10
P QOvario 5 5 0
P Higado 5 5 0
P Pulmén 3 4 20
p Corazon 3 4 20
P Rindn 5 3 0

TABLA 1. Mediciones obtenidas después de la deshidratacién en la serie de alcohol etflico en
concentraciones progresivas (70, 80, 90, 96 y 100% dos horas ¢/u). No hubo variaciones por lo que
no se reportan desviaciones. H = (Hueco} P = {Parenquimatoso).
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Gréfica 1. ContracciGn que presentan los drganos después de la deshidratacion con
referencia a la obtencidn de la muestra.

La prueba de analisis de varianza (ANOVA) multifactorial y la Prueba de Tukey se
utiliza para determinar las diferencias entre grupos, poblaciones y tratamientos
{Campbell, 1996}, la combinacién de ambas pruebas facilita la identificacion y
cuantificacion de varias muestras, ademés de que permite reducir el tiempo de
andlisis de muestras y tratamientos. Los resultados del andlisis de varianza nos
indican que existen modificaciones en los pardmetros considerados: esto es. se
presenta alteracién en cuanto a cambios de longitud desde la deshidratacion en la
mayoria de los érganocs a todos los tiempos y con ambos tratamientos, a excepcion
del Higado y el Rifién tratades con OH amilico gue se mantienen constantes.

El anélisis de wvarianza (ANOVA) trifactorial con respecto a los tratamientos
aplicados en los diferentes Organos, permitié observar diferencias significativas
(P<0.05) respecto al cambio de longitud de los érganos. Ambos Srganos huecos
presentan cambios de longitud desde la deshidratacién pero el intestino delgado, al
tratamiento con xilol a los 30, 60 y 2880 minutos desde la deshidratacién, presentd
cambios, siendo el tiempo més dréstico los 120 minutos donde presenta un cambio
de longitud del 40% (Fig. 1): el dtero presenta cambios al tratamiento con xilol
desde la deshidratacién los 120 y 2880 minutos donde se observa un cambio de
longitud de un 30% y 50% respectivamente en relacién al tamafo inicial al
obtener la muestra (Grafica 2) (Tablas 1, 2y 3).
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Fig. 1 Intestino delgado. H-E. 52.8x. 120 minutos. 1) OH amilico, 2) xilol.
Se observan diferencias en el grosor de la capa muscular (A) y las vellosidades
(B) de observan mds tefiidas debido a que hubo un mayor encogimiento y dureza
de tejido lo que provoco que estas no salieran completas al corte.



Para los 6rganos parenquimatosos tanto el pulmén como el corazén en ambos
tratamientos se mantienen constantes desde la deshidratacién, no asi para el ovario
tratado con xilol, ya que a los 120 minutos presenta un cambio de longitud del
40%, mientras que los 30, 60 y 2880 minutos le son mas favorables debido a que
presenta mencres cambios en la longitud del érgano a comparaciéon de los 120
minutos. En comparacién con los ovarios tratados en OH amilico. los 60. 120 y
2880 minutos le son favorables (Fig. 2 y 3} ya que el tejido permanece sin cambios
de longitud, no asf para los 30 minutos donde se observa un cambio de longitud de
20% (Grafica 3).

TRATAMIENTO CON XILOL

Organo | Obtencién| Deshidratacion] 30 min. |60 min, {120 min. |2880min

de la 30 min.

muestra

{mm)
Intestino 10 9 7 7 6 7
delgado
Utero 10 9 8 8 7 5
Ovario 5 5 4 4 3 4
Higado 5 5 4 5 5 3
Pulmén 5 4 4 4 4 4
Corazébn 5 4 4 4 4 4
Rifdn 5 5 5 5 4 4

Tabla 2. Cambios en !a longitud de los érganos a través del tiempo cuando se procesaron con Xilol.

TRATAMIENTO CON OH AMILICO

Organo | Obtencién | Deshidratacion| 30 min. |60 min. [120 min. [2880min

dela 30 min.

muestra

(mm)
tntestino 10 9 8 8 9 9
delgado
Utero 10 9 9 9 9 7
Qvario 5 5 4 5 5 5
Higado 5 5 5 5 5 5
Pulmén S 4 4 4 4 4
Corazén 5 4 4 4 4 4
Rifidn 5 5 5 5 5 5

Tabla 3. Cambios en la longitud de los Srganos a través del tiempo cuando se procesaron con OH

Amilico.
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Fig. 2 Ovario. H-E. 132x. 30 minutos. 1) OH amilico, 2) xilol.
Se puede observar arrugas al corte (A) y desprendimiento del tejido(B), asi
como foliculos terciarios (C) dafiados al corte a diferencia del foliculo que se
puede observar del tratamiento con OH amilico.



Fig. 3.Ovario. H-E. 132x. 2880 minutos. 1) OH amilico, 2) xilol.
A pesar de que el ovario tratado con xilol presenta cambios patolégicos, se
puede observar mucho desprendimiento de tejido (A) ademds de encogimiento.



Cambios en la longitud de los érganos
huecos en los diferentes tiempos con
ambos tratamientos
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Gréfica 2. Cambios en la longitud que presentan los drganos huecos con ambos tratamientos a
diferentes tiempos.

Para el higado tratado con OH amilico se puede observar que todos los tlempos le
son favorables, mientras que para aguellos que fueron tratados con xilol solo los 60
y 120 minutos le son favorables (Fig. 4), ya que a los 30 minutos el higado presenta
una disminucidén en su longitud del 20% vy el tratamiento a los 2880 minutos redujo
més el Srgano en un 40%. Para el rifién el tratamiento con xilol solo le fue
favorable para los 30 y 60 minutos permitiéndole al 6rgano permanecer con la
misma longitud desde la deshidratacion. no asf para los 120 y 2880 minutos donde
se presento un cambio de longitud del 20% para ambos casos. Para el rifién
tratado con OH amilico cualquier tiempo le es favorable.
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Fig. 4. Higado. H-E. 132x. 60 minutes. 1) OH amilico, 2) xilol.
No hay grandes diferencias en el corte, ambos tratamientos le son favorables
al higade en cuanto a corte y tincion.



Cambios en la longitud de los érganos
parenquimatosos en los diferentes tratamientos
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Gréfica 3. Contraccion que presentan los 6rganos parenquimatosos con ambos
traiamientos a diferentes tiempos.
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Grafica 4. Cambios de longitud de los &rganos en diferentes tratamientos a los 30
minutos.

Otro de los factores considerados fue el tiempo y se encontrd que existen
diferencias desde los 30 minutos a los 2B80 (48 hrs.) se observan cambios mds
drésticos en aquellos 6rganos que fueron tratados con xilol {Gréaficos 4 al 7 y tablas
3 y 4). Respecto a la interaccion entre tratamientos y tiempo encontramos que el
tratamiento con xilol a los 120 minutos no le es favorable a los drganos huecos, el
intestino, sufre cambio de longitud de un 40% (Gréfica 6}, mientras que para el
Gtero el peor tiempo son los 2880 minutos, ya que el 6rgano presenta un cambio
de longitud del 50% (Gréfica 7). Con el tratamiento de OH amilico la longitud de
los érganos huecos también sufrid alteraciones, siendo el tratamiento con xilol a los
120 minutos el mas notorio y perjudicial para el intestino y los 2880 minutos para
el atero (Gréfica 2).

Por otro lado para los érganos parenquimatosos tratados con xilol el mejor tiempo
en que los &rganos pueden permanecer sin sufrir cambios drdsticos respecto a su
longitud es a los 60 minutos, conservando la misma longitud desde su
deshidratacién. a excepcién del ovario el peor tiempo es a fos 120 minutos tratado
con xilol ya que disminuye su longitud un 40% vy el higado a los 2880 minutos de
tratamiento con xilol disminuye también en un 40% (Gréfica 3).
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Cambios en la longitud de los 6rganos a
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Griéfico 5. Cambios en la longitud de los érganos a los 60 minutos con ambos
tratamientos

Respecto a la interaccién de organo y tiempo, los que presentaron mayores
diferencias significativas (P<0.05), fueron los &rganos huecos (intestino y ateroy,
siendo el peor tiempo para intestino los 120 minutos con xilol. Disminuyendo su
longitud en un 40%. El (tero tratado con OH amilico tanto los 30, 60 y 120
minutos le son favorables, no asi los 2880 minutos donde para ambos tratamientos
se presentan los mayores cambios de longitud con OH amilico de 30% y para el
atero tratado con xilol el cambio es de 50% (Crafica 7). En los drganos
parenquimatosos |os que presentaron mas diferencias significativas fueron el higado
a los 2880 minutos de tratamiento con xilol {40%j) v el ovario a los 120 minutos de
tratamiento con xilol (40%), en comparacién a los tiempos restantes de tratamiento
con xilol, indicando asi ser ¢! peor tiempo respectivamente, para permanecer en el
liquido intermedio. Con OH amilico los mejores tiempos estdn entre los 60, 120 y
2880 minutos para el ovario. higado y rifidn {Gréfico 5. 6 y7) (Fig. 5).
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Fig. 5. Intestino delgado. H-E. 52.8x. 2880 minutos. 1) OH amilico, 2} xilol,
El grosor del epitelio (A) es ligeramente menor para el intestino tratado con

xilol también debido a que el tejido presenta mayor encogimiento y dureza, las
vellosidades (B) se observan mds tefidas.
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Gréafico 6. Cambios de longitud durante 120 minutos para los diferentes érganos
con ambos tratamientos

En el andlisis trifactorial {6rganos, tratamiento y tiempos) encontramos que el dtero
a 120 y 2880 minutos en OH amilico presenta una diferencia de 20% con respecto
al tratamiento con xilol (P<0.05), lo que nos indica. que para el (tero es mejor
tratamiento el OH amflico (Gréfica 6). El dtero tratado con xilol. presenta mayor
cambio de longitud durante 2880 minutos (50%]). siendo los mejores tratamientos
con xilol los 30 y 60 minutos (20%) (Fig. 6). Mientras que para el intestino tratado
con xilol el peor tiempo para permanecer en él, es a los 120 minutos. donde se
Observa un cambio de longitud del 40% y de los intestinos tratados con OH amilico
los 120 y 2880 minutos le son favorables.

Respecto a los Organcs parenquimatosos, tratados con OH amilico, el higado v el
rifibn presentaron el mismo comportamiento, a través de los tiempos por lo tanto
de los 30 minutos a los 2880 le son favorables. 35in embargo. se puede observar
claramente que en los Organos parenquimatosos tratados con xilol el
comportamiento no es constante; sin importar el tiempo que permanezcan en el
liquido intermedio, los érganos sufren cambios en su fongitud. Los érganos que no
presentan diferencias muy notables al paso del tiempo son el corazén y pulmdn
tratados con xilol conservando la misma longitud desde la deshidratacién

(Grafico 3).
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Fig. € Utero. H-E. 660x. 30 minutos. 1) OH amilico, 2} xilol.
Se puede observar que el dtero fratado con xilol presenta un poco de
encogimiente en el tejido (A) a comparacién del que fue tratado con OH
amilico.
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Grafico?. Cambios de longitud durante 2880 minutos para los diferentes 6rganos
con ambos tratamientos

Las diferencias mas notables en 6rganos huecos tratados con xilol son para el Gtero
con un cambic de longitud del 50% a los 2880 minutos y para los érganos
parenquimatosos tratados con xilol el higado a los 2880 minutos sufre un cambio
del 40%. Los 6rganos tanto huecos como parenquimatosos tratados eon OH
amilico a los 2880 minutos, presentan cambios en cuanto a su longitud, no tan
drésticos (Gréfica 7).

EL andlisis cualitativo de los cortes histologicos permite observar que, la mayoria de
las veces, hay una mejor preservacién de los tejidos a nivel microscdpico con el OH
amilico. Sucede lo contrario con el xilol pues conforme se va aumentando el tiempo
de exposicién, se observa mayor deterioro en ¢l corte. A los 30 minutos ya existen
cambios en la longitud de los tejidos con ambos tratamientos y por lo tanto no se
observan diferencias significativas en la estructura del tejido (Fig. 2 y 6): Sin
embargo para este tiempo, el cambio de longitud obtenido con alcohal amilico es el
que se presenta desde la deshidratacién, en todos los casos a excepcion del ovario.
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Los tipos de érganos tanto parenquimatosos como es el caso del higado e intestino
para érganos huecos no presentan pérdida de afinidad tintérea (Fig. 1 v 4): Sin
embargo se cbservo que los &rganos huecos tratados con xilol presentaron maés
cambios tanto de dureza como cambios en su longitud. que aquellos que fueron
tratados con OH amilico {Gréfico 3) mientras que los Organos parenquimatosos
tratados con OH amilico no presentaron alteraciones en los resultados finales a
excepcién del ovario a los 30 minutos {Gréfico 2). Sin embargo a partir de los 30
minutos en xilol se puede observar cambio de longitud tanto en los drganos huecos
como parenquimatosos. Los cambios més notorios se presentan en los drganos
tratados con xilol en los cuales se pudo observar macroscOpicamente diferencias en
la estructura del tejido. ya que los érganos en al entrar en contacto con el xilol
inmediatamente se tornaban rojizos y se endurecian, Microscépicamente se pudo
observar que aquellos 6rganos tratados con xilo! tenian una apariencia seca que
hacia ver a las células rasgadas e incompletas. mientras que con el OH amilico las
células se ven completas y en general el tejido no presenta ninguna diferencia
significativa {Fig. 4). No hubo pérdida en la afinidad tintérea.

En los tratamientos de xilol y durante 120 minutos se presentaron diferencias
significativas en cuanto al cambio de longitud de los Srganos, siendo més notorio
para aquellos érganos que fueron tratados con xilol { Fig. 1). A los 60 minutos, los
Organos al entrar en contacto con el xilol, se tornaron rofizos y duros. No asi con el
OH amilico, que conservé las propiedades del érgano. sin alterar su color ni su
consistencia, permaneciendo asi hasta su corte.

A los 2880 minutos (48 hrs.) de tratamiento con xilol se presentaron los mismos
cambios tanto macroscopicamente, como io fue el cambio de apariencia y
consistencia. Microscopicamente se pudo observar que el tejido tenia una apariencia
seca, rasgada e incompleta; Esto se debe a que el tiempo en el liquido intermedio
(xilol} fue excesivo y dafiino, en especial para aquellos drganos considerados
parenquimatosos, como higado y ovario, (Fig. 3) y en el intestino considerado
como érgano hueco, al realizar el corte era casi imposible obtenerlo, debido a que
el ¢rgano se desbarataba, convirtiéndose en polvo con facilidad (Fig. 5). En cuanto
a la afinidad fintérea, se pudo observar que los &rganos parenguimatosos
presentaban perdida de afinidad tintdrea a los 120”7 y 2880 con OH amilico.
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DISCUSION

Las pruebas realizadas para drganos huecos como parenquimatosos demuestran que
el OH amflico no les produce, drasticamente endurecimiento ni contraccién, en
comparacién a aquelios 6rganos que son tratados con xilol, sino por el contrario e
dan suavidad al érgano y no es tan celoso como el xilol en cuanto a tiempos
permitiéndoles hasta 48 horas en OH amflico sin sufrir alteraciones drésticas en
cuanto a su longitud o en el caso de perder afinidad tintSrea, esto puede
solucionarse aumentando tiempo en el colorante acido (eosina). Aunque ya es
conocido por todos aquellos que practican la técnica histolégica de rutina, que el
xilol endurece y reseca demasiado fas muestras, fas transparenta adecuadamente y
en corte y tincién frecuentemente se obtienen buenos resultados; el alcchol amilico
no tiene la virtud de transparentar adecuadamente al 6rgano, pero se compensa
ampliamente porque tiene la virtud de no endurecer ni contraer demasiado el
tejido, facilitando asf el corte. Ademas la transparentacién del tejido se obtiene en
el proceso de tincidén, al entrar en contacto con el xilol.

Ei OH amflico puede ser utilizado como liquido de preservacién diferente del
fijador, pues en este trabajo se utilizaron hasta 48 horas, el equivalente a un fin de
semana, lo que prevé grandes ventajas en el trabajo de laboratorio y el riesgo
minimo de sufrir cambios en su longitud. En précticas previas con el uso del alcohol
amflico se ha tenido la experiencia de mantener las muestras hasta 15 dias sin que se
altere el tejido (comunicacién personal Leticia Verdin, 1999). Solo existe un trabajo
previo de G6émez Clavel y Verdin donde se reporta que el alcohol amflico se puede
usar como agente intermedio, aunque existen diversos trabajos donde se ha
utilizado el alcchol amilico como iquido intermedio, ninguno de estos trabajos.
manejo sisteméticamente el alcohol amllico compardndolo con el xilol (el agente
intermedio més usado) ni tampoco se habia hecho un anélisis del efecto del liquido
intermedio sobre el tejido a diversos tiempos, sin embargo en los trabajos donde se
ha utilizado el alcohol amflico como Ifquido intermedio, se han obtenido &ptimos
resultados en cuanto a corte y tincién de los diferentes Srganos tratados. Algunos de
estos trabajos son los realizados por: Marfa de Lourdes Trejo Sénchez que realizé
una descripcion histolégica de las génadas de Citharicthys spilopterus del sistema
estuarino de Tecolutla, Veracruz en 1996, Alfredo Cailardo Torres hizo el estudio de
algunos aspectos de la Biologia de Opsanus beta Goodey Bean (Osteichtyes
Batrachoididae) en el sistema estuarino de Tecolutla Veracruz donde realiza cortes
histolégicos de gbénadas femeninas y masculinas para determinar tipos celulares,
maduracion gonddica e [ndice gonadosomético utilizando el OH amflico como
liquido intermedio en la técnica histoldgica, también en 1996. Martha Edith
Miranda Marure realizé el estudio de algunos aspectos reproductivos de Oostethus
fineatus en 1997, Maribel Badillo Alemdn trabajé algunos aspectos de la Biologia de
Gobionellus hastatus (familia Gobiidae) para determinar tipos celulares de génada
femeninas y masculinas, realizando cortes histolégicos y utilizando el alcohol amilico
como parte de la rutina de la técnica histoldgica y Raquel Hernédndez Saavedra
realizé una descripcidn macro y microscdpica de las gonadas de Gobiomorus
dormitor , todos en el sistema estuarino de Tecolutla, Veracruz en 1997.
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En 1998 Teresa Antonia Bautista Lopez realizé una descripcidn macroscdpica e
histolégica de las génadas de Anchoa mitchilli (Siscea: Engraulidea). Otro trabajo en
el que fue utilizado el alcohol amflico como un liquido intermedio es el de Cesar
Carlos Barragdn Gutiérrez en 1998, en donde se realizé un andtisis celular ovdrico
del pez viviparo Poecilla sphenops en estado de madurez gonédica. Elizabeth
Munfoz Rodriguez realizé una descripcién histologica de las gonadas de Mugil
curema (Valenciennes), Emma Méndez Chévez realizé un estudio haciendo cortes
histoldgicos de génada ayudando a la contribucidn en el conocimiento de la
biologia del pez sol Achirus lineatus (Suicidae), ambos trabajos realizados en el
sisterna estuarino de Tecolutla, Veracruz en 1998.

Otro trabajo. a nivel inmunolégico, es el realizado por Mdnica Chévez Maldonado
que realizé un estudio de linfocitos B y células plasmaticas de intestino delgado y
grueso en ratones inmunizados con Entamoeba histolytica y toxina de c¢6lera en
1998. Ademds en este trabajo al utilizarse inmunohistoquimica, nos indica que el
OH amilico no modifica protelnas en su estructura terciaria y por lo tanto provee
una ventaja més para su utilidad. Mientras que Sergio Cortés Mata realizé el
estudio de algunos aspectos reproductivos incluyendo histologia gonddica de la
biologia de Gobiodes broussoneti (Pisces, Gobidae) en el sistema estuarino de
Tecolutla, Veracruz también en el afio de 1998. Carlos Pérez en 1999 realizd un
estudio histolégico, dando a conocer algunos aspectos comparativos entre las dos
especies de peces planos Citharictthys spilopterus y Achirus lineatus, tipicas del
sistema estuarino de Tecolutfa, Veracruz, Daniel Nafiez Gutiérrez realizé un anélisis
histolégico comparativo de dos especies de la familia Ariidae: Bagre marinusy Arius
melanopus también en el sistema estuarino de Tecolutla, Veracruz en 1999, Es
importante recalcar que la mayoria de estos estudios se realizaron en ovarios de
peces cuyo contenido de vitelo en los ovocitos maduros es muy altos y con la
técnica histoldgica convencional {con xilol) interfiere al corte pues el vitelo se
endurece mucho. Esto no ocurre con el alcohol amflico, se puede decir que también
este liquido intermedio se puede utilizar con resultados satisfactorios para aquetlas
estructuras que contengan mucho viteto.

De los resultados obtenidos para este trabajo, podemos decir, que si bien el CH
amilico es un buen agente intermedio, tiene la desventaja de perder afinidad por la
eosina. principalmente en muasculos de tejido parenquimatoso. Esto se debe a que
el tejido al entrar en contacto con el OH amilico adquiere acidez por lo que la
eosina pierde afinidad para tefiir el tefido. $i bien en este trabajo no se utilizaron
otras técnicas de tincidn ni otros fijadores, existen datos previos no publicados de
que ei alcohol amilico se ha utitizado en el procesamiento de muestras que han sido
fijadas con paraformaldehido-acido picrico para pruebas inmunohistoguimicas con
buenos resultados, también se han hecho pruebas con técnicas de tincién como ia
triccdmica de un paso, eritrosina especifica para eosinéfilos. hematoxilina férrica
para morfologia testicular y reaccién de PAS-Schiff. Sin embargo. por lo extenso del
trabajo metodolégico. no fue posible realizarlo. También faltarfa determinar
metodolégicamente, el endurecimiento que provoca el alcohol amilico
comparandoio con el xilol.



Es importante recalcar que con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
puede utilizarse €] alcohol amilico como un liquido intermedio entre el alcohol
absoluto y la parafina, ya que no produce encogimiento excesivo, ni
endurecimiento y la pérdida de afinidad tintGrea se puede compensar con aumentar
el tiempo de inmersion en el colorante acido como en este caso la eosina y asl
lograr que su efecto tintéreo sea eficaz.

Otro aspecto importante de la evaluacidon del alcohol amflico como liquido
intermedio en la técnica histolégica. es que, a lo largo de los muchos afios en que se
ha practicado la técnica histolégica no habfa sufrido modificaciones importantes: si
bien el uso del xilol no siempre es regla, si es el liquido intermedio maés
ampliamente utilizado en la mayoria de los laboratorios de histologia y patologla,
aunque ya se conocen los riesgos de ser un liquide intermedio cancerigeno vy
contaminante para el medio ambiente. E! alcohol amflico tiene la ventaja que su
toxicidad es muy baja y hasta la fecha, no se le ha reportado como cancerigeno,
sino como irritante (Index Merck, 1976} y al manejo también se siente la diferencia
en toxicidad, pues su olor es menos irritante que el del xilol.

Las técnicas histoiégicas deben seguirse siempre de manera critica, buscando asi las
condiciones més adecuadas para cada caso particular, hasta lograr un resultado
exitoso, considerando que son una herramienta cientffica que nunca ha sido estatica
y que siempre ofrece las posibilidades de evolucionar. Sin embargo hay que evitar
hacer variaciones superfluas, tomando en cuenta que el autor de cada técnica ha
comprobado a fondo las operaciones esenciales de su método. En este caso
consideramos que {a modificacién a la técnica histolégica que hemos hecho
realmente no es superflua, si se considera ademds que las modificaciones y/o
mejoras a la técnica generalmente han involucrado cambios en los fijadores
empleados, tiempos de fijacidn, o el uso de sales, pero no el de un liquido
intermedio.

Se corrobera que el xilol es una buena opcidn, pero podemos considerar que el
alcohol amflico también lo es, pues se observan menos dafios cualitativos y
cuantitativos, pues para el xilol el tiempo 6ptimo en el liquido intermedio para los
érganos huecos utilizados se encuentra en un rango de 30 y 60 minutos en xilol, ya
que a los 120 y 2880 minutos (48 hrs.) le dan al érgano una contraccién en
promedio hasta del 35% y un 40% respectivamente. Para el OH amflico el mejor
tiempo fue 120 minutos para ttero, mieniras que para intestino, el tiempo 6ptimo
con OH amilico se encuentra en un range entre los 120 y 2880 minutos (Tabla 2,
Gréfica 2} y el cual no presenta ningin encogimiento al paso del tiempo. Cabe
mencionar que a los 30 y 60 minutos el encogimiento es minimo (20%) por lo que
también este tiempo puede ser considerado como 6ptimo. Esto implica que el OH
amflico presenta mayor rango en cuanto a tiempo para los érganos huecos.
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El tiempo 6ptimo en el caso del xilol, para los 6rganos parenquimatosos utilizados,
se encuentra entre los 30 y 60 minutos, ya que en los tiempos como 120 y 2880
minutos el grado de encogimiento es hasta de un 40%. El alcohol amliico para este
tipo de tejido no altera la estructura tisular, de hecho el cambio de longitud que se
presenta es desde la deshidratacidén: que ademds para el caso del xilol se acumula
por el efecto producido por esta.

El organo que mayor afinidad ofrece a la técnica histoldgica modificada por el
alcohoi amflico y a la tincién empleada, es el Rifén, por lo que su diferenciacion
resulta de utilidad préctica para fines diagnésticos.

Por lo tanto la importancia en la utilizacién del OH amilico como una alternativa
en la técnica histoldgica, radica en las pocas o nulas alteraciones que provoca en los
Srganos, tanto en aquelios considerados huecos (intestino y Gtero) como en los
parenquimatosos (hfgado y ovario).



CONCLUSIONES

La deshidratacion por alcoholes produce por sf misma cambios en la longitud
de los &rganos.

El tiempo 6ptimo para permanecer en el liguido intermedio en el caso de
xilol para érganos huecos utilizados estd en un rango entre los 30 y 60
minutos. Mientras que para permanecer en el OH amilico fue de 120 para el
atero y para intestino desde los 120 y los 2880 minutos (48 hrs.}.

Para los 6rganos parenquimatosos el tiempo dptimo para permanecer en
xilol es de 60 minutos, ya que a mayor tiempo se produce un encogimiento
hasta de un 40%.

El alcohol amilico en érganos parenquimatosos no produce cambios drasticos
en la longitud del 6rgano:; el cambio maximo de longitud es de 20%.

El xilol no interfiere con la afinidad tintérea de los tejidos, por el contrario el
alcohol amilico i, principalmente en musculo, debido a que el alcohol
amilico al igual que la eosina tiene un pH acido.

La pérdida de la afinidad tintérea de aquellos Grganos tratados con alcohol
amilico a los 120 y 2880 minutos es reversible al aumentar mayor tiempo en
el colorante &cido {eosina).

El higado v el rifidn son los érganos que mejor reaccionan al tratamiento

con alcohol amilico donde pueden permanecer en el hasta 48 horas sin sufrir
ninguna alteracién, e inclusive para este caso no se afecta la afinidad tintdrea.
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APENDICE

1.- SOLUCION SALINA

Cloruro de sodiQ ~me--mme--mm- 9 gr.
Agua corriente e 1000 mil
2.- FORMOL AL 10%
Formaldehido -————— 100 ml
Agua corriente -———---—--- 900 ml
3.- RUYTER

AlbGmina 20 gotas.
Acetona 20 mi
Benzoato de metilo -——-—- 10 gotas.
H,0 80 ml

Solucidn A: Mezdar H,0 y albimina.
Solucién B: Mezdar acetona y benzoato de metilo.
Mezclar soluciones A y B, filtrar y guardar en refrigeracién.

AlbGmina glicerinada : Clara de huevo-glicerina Vol/Vol.

4. ALCOHOL ACIDO

Alcohol 70% ------re-mme——1 |1,
HCL concentrado ---------—-- 10 ml.

5.- AGUA AMONIACAL

Hidroxido de amonio «eeseewe- 2-3 ml.
AgUa COTriente w-seerecersmeemeeree 11,

)



6.- TECNICA HISTOLOGICA

PROCEDIMIENTO TIEMPO
Obtencién de la muestra
@cién con formol al 10% 24 horas
Deshidratacidon con OH etilico al:
» 70% 1 hora
e B80% 1 hora
¢ 90% 1 hora
e 96% t hora
e 100% 1 hora
Adlaramiento y conservacién
e Xilol 1 hora
Inclusion:
e Parafina ! 2 horas
s Parafinall 2 horas
* Paraplast
Corte
Tincion H-E
Montaje

7.- MODIFICACIONES A LA TECNICA HISTOLOGICA

PROCEDIMIENTO TIEMPO
Obtencién de la muestra
Fijacion con formol al 10% 24 horas
Deshidratacién con OH etflico al:-
. 70% 1 hora
e B80% 1 hora
e 90% 1 hora
o 96% 1 hora
o 100% 1 hora
Aclaramiento y conservaciéon
« (OH amilico 30, 60, 120 y 2880 minutos
Inclusién:
s Parafina | 2 horas
¢ Parafina li 2 horas
« Paraplast
Corte
Tincion H-E
Montaje
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8.- TECNICA DE TINCION EMPLEADA:

Xilo! | 5 minutos
Xilol Ul 5 minutos
Alcohol 100% 3 minutos
Alcohol 96% 1 minuto
Alcohol 90% T minuto
Alcohol 80% 1 minuto
Alcohol 70% 1 minuto
Agua P.R.
Hematoxilina 7 minutos
Agua P_R.
Alcohol dcido P. R.
Agua P.R.
Agua amoniacal P.R.
ig_ua P.R.
Eosina 5 minutos
Alcohol 70% 1 minuto
Alcohol 80% T minuto
Alcohol 90% 1 minuto
Alcohol 96% 1 minuto
Alcohol 100% 3 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol 1l 5 minutos

(Verdin, 1999).
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